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Sommaire 

Un niveau abaissé de cholestérol-HDL plasmatique (hypoalphalipoprotéinémie) est 

l'anomalie des lipides la plus communément rencontrée chez des sujets présentant une 

maladie coronarienne précoce. Le plus souvent chez les sujets coronariens une 

diminution du cholestérol-HDL résulte d'une hypersécrétion hépatique de lipoprotéines 

contenant l'apolipoprotéine (apo) B avec augmentation des triglycérides plasmatiques et 

l'expression d'une hypoalphalipoprotéinémie secondaire. Le défaut ségrègue 

fréquemment au sein d'une même famille et fut nommé hyperlipoprotéinémie familiale 

combinée. La cause génétique du défaut demeure encore inconnue. Des formes 

primaires d'hypoalphalipoprotéinémie sont rencontrées chez environ 4% des sujets 

présentant une maladie coronarienne précoce. 

Pour tenter de mieux comprendre le métabolisme des HDL et son implication dans 

les dysfonctions lipidiques fréquemment associées au développement de la maladie 

coronarienne, l'étude de deux expressions génétiques d'hypoalphalipoprotéinérnie est 

présentée: l'une secondaire dans l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée et l'autre 

primaire dans la déficience familiale en HDL. Ces dyslipidémies sont investiguées du 

point de vue clinique, génétique, biochimique et de la physiologie cellulaire. 

Des données précédemment rapportées ont indiqué que le défaut moléculaire de 

l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée pourrait résider au niveau des gènes de 

l'apoA-I et de la lipoprotéine lipase, deux protéines étroitement impliquées dans le 

métabolisme des HDL. Nous avons vérifié chez 54 familles de souche canadienne 

française des polymorphismes du complexe génique apoA-I—C-III—A-IV et la présence 

des mutations fonctionnelles communes du gène de la lipoprotéine lipase retrouvées 

dans cette population. Des analyses de coségrégation entre les polymorphismes 

trouvés et l'expression phénotypique de la dyslipidémie chez les sujets des différentes 

familles a permis d'éliminer l'implication potentielle d'un défaut du gène de l'apoA-I de 

même que des mutations fonctionnelles communes du gène de la lipoprotéine lipase 

comme cause moléculaire de l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée dans la 

population canadienne française. Le défaut semble plutôt polygénique, fortement 

associé au développement d'une maladie coronarienne précoce et, dû à la forte 

variabilité du phénotype, mal défini du point de vue métabolique. 
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Les causes d'une forme primaire d'hypoalphalipoprotéinémie familiale sévère ont 

été examinées dans 3 familles canadiennes françaises présentant un niveau 

plasmatique fortement abaissé de cholestérol-HDL avec une diminution importante de 

l'apoA-I sans autre anomalie importante des lipides. L'anomalie paraissait transmise 

selon un mode autosomique codominant dans les 3 familles mais n'apparaissait pas 

associée à la présence de maladie coronarienne précoce. L'analyse des lipoprotéines 

plasmatiques a révélé la présence de HDL de taille réduite. Le défaut n'apparaissait pas 

relié à une forme anormale de l'apoA-I bien qu'une augmentation relative de la proapoA-

1 par rapport à l'apoA-1 était observée, suggérant une synthèse normale de l'apoA-I mais 

une dégradation rapide de la protéine mature. Les analyses moléculaires du gène de 

l'apoA-I et de l'apoA-11 n'ont révélé aucune anomalie. L'activité de l'enzyme plasmatique 

LCAT et de la protéine CETP impliquée dans la transformation plasmatique des HDL 

paraissait également normale. Au plan clinique, aucun des sujets affectés ne 

présentaient les signes caractéristiques de la maladie de Tangier (une forme récessive 

de déficience sévère en HDL), suggérant un désordre de nature différente. L'anomalie 

fut nommée déficience familiale en HDL. La présence de HDL de taille réduite nous 

suggérait un défaut d'efflux du cholestérol cellulaire vers les HDL, affectant le processus 

normal de maturation des particules. 

Subséquemment, des investigations au niveau cellulaire nous ont permis de 

détecter un défaut d'efflux du cholestérol associée à une anomalie de mobilisation du 

cholestérol intracellulaire chez deux familles. Ce défaut n'apparaissait pas relié à un 

récepteur putatif des HDL ou à une liaison déficiente des particules HDL à la surface 

cellulaire. Une caractérisation biochimique des particules HDL plasmatiques chez les 

sujets affectés démontrait la présence de particules naissantes appauvries en lipides et 

phospholipides, de même qu'une forte réduction des particules HDL matures enrichies 

en cholestérol. Nous concluons que cette forme sévère d'hypoalphalipoprotéinémie est 

due à un défaut de transport intracellulaire et d'efflux du cholestérol cellulaire. Une 

captation insuffisante de cholestérol cellulaire par les particules HDL naissantes 

réduirait les processus de maturation des HDL en particules globulaires enrichies en 

esters de cholestérol. Les petites particules plasmatiques seraient ainsi plus rapidement 

catabolisées et éliminées de la circulation. 

Le défaut cellulaire identifié dans cette forme sévère d'hypoalphalipoprotéinénnie 

familiale s'apparente de près à celui rapporté dans la maladie de Tangier. Nous 
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postulons que la déficience familiale en HDL pourrait être une expression atténuée de la 

maladie de Tangier sans manifestation clinique. 

L'étude de ces deux formes génétiques d'hypoalphalipoprotéinémie a démontré 

une hétérogénéité des désordres affectant le métabolisme des HDL, tant du point de 

vue étiologique qu'au point de vue de leur contribution au développement de 

l'athérosclérose coronarienne. 
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Introduction 

Au cours des dernières décennies, plusieurs études prospectives [1-4] et 

rétrospectives [5-9] marquantes ont démontré l'importance incontestable des 

dyslipidémies dans le développement de l'athérosclérose coronarienne. De ces 

anomalies lipidiques, quatre types sont fréquemment rencontrés dans la population en 

général: l'augmentation du cholestérol lié aux lipoprotéines de basse densité 

(cholestérol-LDL); la diminution du cholestérol lié aux lipoprotéines de haute densité 

(cholestérol-HDL), habituellement accompagnée d'une augmentation des triglycérides 

ou des niveaux de lipoprotéines de très basse densité (VLDL); l'augmentation des 

lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL) et des particules résiduelles de 

chylomicrons; la présence anormalement élevée de la lipoprotéine (a) [Lp(a)] dans le 

plasma. L'une ou plus d'une de ces anomalies sont retrouvées chez 50-80% des 

survivants d'infarctus du myocarde [10]. 

-LDL et HDL 

Des niveaux plasmatiques anormalement élevés de cholestérol-LDL [11-13] et 

abaissés de cholestérol-HDL [14-17] ont été associés depuis longtemps à une 

augmentation du risque de la maladie coronarienne. Il a été observé qu'une 

augmentation du cholestérol total reflétait le plus souvent une augmentation du 

cholestérol-LDL, lequel représente 70% du cholestérol plasmatique [28], mais que des 

niveaux abaissés de cholestérol-HDL constituaient l'anomalie la plus fréquemment 

rencontrée dans la maladie coronarienne précoce [29]. À partir de profils lipidiques 

obtenus auprès de patients examinés par angiographie coronarienne, le cholestérol-

HDL est identifié comme variable indépendante la plus étroitement associée à la 

présence et à la sévérité de la maladie coronarienne après ajustement pour l'âge et le 

genre [30]. Au cours des deux dernières décennies, l'attention portée aux lipides des 

lipoprotéines comme marqueurs du risque coronarien s'est déplacée vers les 

constituants protéiques des lipoprotéines. Ainsi dans certaines études, mais non dans 

toutes, les niveaux plasmatiques ou sériques d'apolipoprotéine (apo) B-100 et d'apoA-I, 

principales protéines des LDL et HDL respectivement, sont rapportés comme étant de 

meilleurs indicateurs du risque d'athérosclérose coronarienne que les niveaux de 

cholestérol-LDL ou HDL plus classiquement mesurés [revu dans 18,72]. 
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- Triglycérides 

Les niveaux élevés de triglycérides sont communément rencontrés dans la 

population. L'anomalie est souvent reliée à une sensibilité plus marquée des 

triglycérides à l'alcool, aux œstrogènes exogènes, à la prise de poids, à une 

hyperglycémie ou une hypothyroïdie [28]. L'association d'une élévation plasmatique des 

triglycérides avec le risque coronarien demeure cependant moins bien établie. Bien que 

des niveaux élevés de triglycérides aient été positivement associés au risque 

d'athérosclérose coronarienne dans des analyses univariables, ces associations tendent 

à disparaître dans les analyses multivariables lorsque d'autres facteurs de risque 

lipidiques et non lipidiques sont pris en compte [19]. Ainsi, en incluant les niveaux de 

cholestérol-HDL et de triglycérides dans un modèle multivariable, les triglycérides 

plasmatiques perdent leur pouvoir prédictif de la maladie alors que les niveaux de 

cholestérol-HDL y demeurent fortement et négativement associés [20,21]. 

Statistiquement, environ 40% de la variance du cholestérol-HDL peut être expliquée par 

des variations des niveaux de triglycérides [22]. Également, des altérations du 

métabolisme du glucose, plus étroitement associées au risque d'athérosclérose et 

entraînant l'augmentation des triglycérides plasmatiques, contribuent à éliminer ou du 

moins réduire significativement le rôle des triglycérides comme facteur de risque 

prédictif indépendant [23]. L'association des triglycérides plasmatiques au risque 

coronarien apparaît donc complexe et semble surtout dépendre d'une association entre 

l'augmentation des niveaux de triglycérides, une diminution des niveaux de HDL et la 

présence de diverses formes athérogéniques inhabituelles de particules LDL [19]. Des 

niveaux élevés de triglycérides sont souvent le reflet d'une augmentation de particules 

résiduelles riches en triglycérides au potentiel athérogénique et non révélées par une 

simple mesure de la triglycéridémie à jeun [19,23]. Les niveaux postprandiaux de 

triglycérides plasmatiques pourraient ainsi avoir un rôle plus important que les niveaux à 

jeun de triglycérides, bien que peu de données soient actuellement rapportées [23]. 

Mentionnons également des associations observées entre les taux élevés de 

triglycérides et des altérations du système de coagulation, permettant de relier les 

triglycérides aux événements thrombotiques des complications tardives de 

l'athérosclérose. Une augmentation plasmatique des triglycérides a été associée à une 

augmentation de plusieurs facteurs de coagulation, notamment les facteurs Vile, Ville  et 

Xe, de même qu'à une altération des facteurs fibrinolytiques dont une augmentation de 

l'activité de PAI-1 et une diminution de l'activité du tPA [23-27]. 
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- Chylomicrons résiduels et IDL 

Parmi d'autres dyslipidémies rencontrées, l'hyperlipoprotéinémie de type III se 

caractérise par une accumulation plasmatique de résidus de chylomicrons et VLDL 

(nommées IDL), provoquant une augmentation à la fois du cholestérol et des 

triglycérides [31]. L'anomalie traduit un défaut de catabolisme des particules résiduelles 

de chylomicrons et VLDL dû à la présence d'une forme dysfonctionnelle de l'apoE à leur 

surface. Conséquemment, les résidus de chylomicrons et les IDL ne sont pas 

normalement claires par la voie des récepteurs cellulaires hépatiques B:E et E, causant 

leur accumulation dans le plasma. Cette forme de dyslipidémie a été étroitement 

associée à la maladie coronarienne précoce, à l'accident cérébro-vasculaire et à la 

maladie vasculaire périphérique [28]. 

- Lp(a) 

Des niveaux élevés de Lp(a) sont retrouvés à des écarts très variables dans la 

population. L'anomalie a été reconnue par certaines études cas-témoins comme facteur 

de risque indépendant de l'athérosclérose coronarienne et des maladies cérébro-

vasculaires [32-36], paraissant également corrélée avec la sévérité de la maladie 

coronarienne [37]. Aux côtés des études cas-témoins, les études prospectives ayant 

mis en relation les niveaux de Lp(a) avec les événements coronariens futurs ont fourni 

des résultats inconsistants [38,39]. La fraction protéique de la Lp(a) se compose d'une 

molécule d'apoB liée par un pont disulfure à une molécule d'apo(a) de taille très variable 

dont la fonction demeure inconnue [28]. L'apo(a) possède une forte homologie de 

structure avec le plasminogène bien qu'étant dépourvue de son activité fibrinolytique 

[32]. Les niveaux de Lp(a) apparaissent inversement corrélés avec la taille de l'apo(a), 

conférant aux individus possédant les plus petits isomorphes d'apo(a) un risque accru 

de maladie coronarienne [32]. Les polymorphismes de taille de l'apo(a) contribueraient 

pour près de 70% de la variance des niveaux de Lp(a) [40]. 

- Dyslipidémies secondaires 

Les dyslipidémies peuvent fréquemment être acquises ou secondaires à plusieurs 

facteurs médicaux. Les causes majeures d'une dyslipidémie secondaire incluent le 

diabète mellitus, une surconsommation d'alcool, la prise de certains agents 

pharmacologiques (diurétiques, contraceptifs oraux, rétinoïdes, corticostéroïdes, 

stéroïdes anabolisants, progestatifs dérivés de la testostérone), une hypothyroïdie, une 

insuffisance rénale chronique, un syndrome néphrotique, une cholestase, une bilémie, 

l'anorexie nerveuse et la grossesse [46]. 
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Nous avons récemment démontré que les anomalies lipidiques retrouvées dans la 

maladie coronarienne accompagnent souvent d'autres troubles métaboliques dont 

l'hypertension artérielle, la résistance à l'insuline, le diabète et l'obésité [41,42]. Ces 

observations tendent à démontrer l'existence d'un lien métabolique qui associe les 

désordres lipidiques à d'autres troubles du métabolisme, le plus souvent génétiquement 

déterminés [42]. 

- Dyslipidémies familiales 

Les influences génétiques sur le métabolisme des lipoprotéines sont bien établies. 

Dans des études de population, des niveaux anormaux de lipides sont fréquemment 

retrouvés au sein de familles entières [43-45]. Une étude rapporte qu'une dyslipidémie 

familiale a été retrouvée dans 54% des familles de sujets présentant une maladie 

coronarienne précoce [52]. Parmi ces anomalies, l'hypercholestérolémie familiale [47], 

l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée [48-50], l'hypoalphalipoprotéinémie familiale 

[51], l'hypertriglycéridémie familiale avec hypoalphalipoprotéinémie [52], l'hyperapobê-

talipoprotéinémie [55] et l'excès familial en Lp(a) [52] ont été identifiées. D'autres cas de 

désordres lipoprotéiniques familiaux incluent le défaut familial de l'apoB [53] et la 

dysbêtalipoprotéinémie familiale ou hyperlipoprotéinémie de type Ill [54]. 

Parmi les patients présentant une hypercholestérolémie génétique, la majorité ont 

un défaut appartenant au groupe des hypercholestérolémies communes ou 

polygéniques. De loin la cause la plus fréquente d'un niveau élevé de cholestérol, ce 

défaut reflète l'interaction de multiples gènes, incluant ceux codant pour l'apoE et 

l'apoB, avec des facteurs diététiques et autres facteurs environnementaux [46]. 

- Hypercholestérolémie familiale 

L'hypercholestérolémie familiale est un défaut spécifique du gène codant pour le 

récepteur des LDL qui provoque une augmentation marquée du cholestérol-LDL [28]. 

L'anomalie est retrouvée chez environ 5% des patients avec infarctus du myocarde [56] 

et apparaît transmise selon un mode autosomique dominant avec plus de 150 

différentes mutations décrites [28]. La forme hétérozygote, associée à la maladie 

coronarienne précoce, est assez répandue dans la population générale avec une 

incidence d'environ 1/500, pouvant atteindre 1/250 à 1/150 dans certaines régions du 

Québec [57]. La forme homozygote, plus sévère, prédispose particulièrement l'homme à 

un infarctus du myocarde fatal vers l'âge de 30 ans [28,57]. 
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- Défaut familial de l'apoB 

La défaut familial de l'apoB est une anomalie monogénique commune due à une 

mutation du gène de l'apoB [72,73]. La substitution d'un acide aminé dans la protéine 

qui en résulte altère la liaison de l'apoB au récepteur LDL affectant la captation des 

particules LDL et causant une élévation plasmatique du cholestérol-LDL [28]. La forme 

hétérozygote augmente d'au moins 50% les niveaux de cholestérol-LDL 

comparativement aux sujets non affectés dans la famille [28]. Cliniquement, l'anomalie a 

une expression moins sévère que l'hypercholestérolémie familiale bien que les niveaux 

de cholestérol puissent atteindre ceux retrouvés dans l'hypercholestérolémie familiale 

[28]. 

- Hyperlipoprotéinémie de type III 

L'hyperlipidémie ou hyperlipoprotéinémie de type Ill, moins répandue, est une cause 

importante de maladie coronarienne précoce d'origine génétique [46]. L'anomalie se 

présente sous forme polygénique et dominante avec des augmentations marquées 

typiques des niveaux de cholestérol et de triglycérides, résultant d'une accumulation de 

particules résiduelles contenant l'apoE en présence d'un phénotype E2/2 de l'apoE 

[46,57]. Chez les sujets incapables de compenser une apoE dysfonctionnelle, il y a 

manifestation d'une hyperlipidémie à jeun dû à une élimination inefficace des résidus de 

chylomicrons dans le plasma en état postprandial [28]. D'autres troubles métaboliques 

(obésité, hypothyroïdie, diabète) y sont également associés [46]. 

- Hyperlipoprotéinémie familiale combinée 

L'hyperlipoprotéinémie familiale combinée est la dyslipidémie génétique la plus 

souvent rencontrée et la cause la plus fréquente de maladie coronarienne précoce [28]. 

Elle se caractérise par la présence d'une élévation du cholestérol-LDL et des 

triglycérides-VLDL chez des membres d'une même famille. Les sujets affectés peuvent 

présenter l'une ou l'autre ou les deux anomalies à la fois et leur profil lipidique peut 

varier au cours du temps [28]. Le désordre est dû à une surproduction de particules 

VLDL et d'apoB entraînant une augmentation plasmatique des VLDL causant chez 

certains membres de la famille une hypertriglycéridémie, avec souvent diminution du 

cholestérol-HDL [46]. Chez d'autres, pourvus d'une lipolyse plus efficace, une 

augmentation seule des particules LDL apparaît [28]. L'hyperlipoprotéinémie familiale 

combinée est retrouvée chez environ 10% des sujets avec infarctus du myocarde [56]. 

Le désordre est exacerbé en présence d'obésité, de diabète, d'hypothyroïdie, 

d'cestrogène exogène et d'alcool [28]. 
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- Hypertriglycéridémie 

Alors qu'une hypertriglycéridémie modérée peut être secondaire à d'autres 

anomalies métaboliques ou à des agents exogènes, une hypertriglycéridémie sévère 

reflète habituellement une expression génétique de cause hétérogène [28]. Les formes 

familiales incluent l'hypertriglycéridémie familiale (hyperlipidémie de type IV), le 

syndrome de chylomicronémie (hyperlipidémie de type I et V) et l'hyperlipidémie des 

particules résiduelles (hyperlipidémie de type Ill) [46]. Souvent chez un individu 

l'hypertriglycéridémie se trouve associée à une constellation de troubles métaboliques 

dont une agrégation des manifestations (hyperinsulinémie, hyperglycémie et 

hypertension) est désignée syndrome métabolique ou syndrome X [58]. Au sein de 

familles une hypertriglycéridémie avec ou sans autres anomalies lipidiques accompagne 

parfois une augmentation de la pression sanguine; ce syndrome spécifique a été 

désigné dyslipidémie familiale hypertensive [63]. Ces syndromes sont étroitement reliés 

à la maladie coronarienne [64]. Étant donné la relation inverse fréquemment observée 

entre niveaux de triglycérides et de cholestérol-HDL, il est suggéré qu'une 

hypertriglycéridémie familiale en présence d'un niveau abaissé de cholestérol-HDL 

définisse une anomalie distincte [62]. Cette forme de dyslipidémie a en effet été 

retrouvée parmi les anomalies lipidiques familiales les plus communes dans un groupe 

de familles de patients présentant une maladie coronarienne précoce, alors que 1% de 

ce même groupe présentaient une hypertriglycéridémie familiale sans niveau abaissé de 

cholestérol-HDL [62]. La chylomicronémie sévère à jeun, autre forme 

d'hypertriglycéridémie génétique, a été attribuée à des mutations fonctionnelles du gène 

codant pour la lipoprotéine lipase (LPL), enzyme responsable de la lipolyse des 

particules riches en triglycérides ou de son cofacteur, l'apoC-II. Il n'y a pas évidence 

que ce défaut augmente le risque de maladie coronarienne [28,46], bien qu'une étude 

récente y suggère une relation [59]. Des niveaux élevés de triglycérides 

représenteraient donc un risque de maladie coronarienne seulement lorsque d'autres 

désordres lipoprotéiniques (cholestérol-LDL augmenté ou cholestérol-HDL abaissé) ou 

métaboliques athérogènes y sont associés [21,28,62]. L'hypertriglycéridémie génétique 

a également été associée à des polymorphismes sur le complexe génique apoA-I—C-III—

A-IV [60], d'où il est suggéré que spécifiquement le gène de l'apoC-III soit responsable 

de la régulation des niveaux de triglycérides plasmatiques [61]. 
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- Hyperapobêtalipoprotéinémie familiale 

L'hyperapobêtalipoprotéinémie ou hyperapoB familiale se caractérise par une 

élévation plasmatique de l'apoB totale et la présence de particules LDL petites et 

denses [55,65]. Ce syndrome est communément rencontré chez les sujets présentant 

une maladie coronarienne précoce [62]. Il est suggéré que l'anomalie soit attribuable à 

une hypersécrétion hépatique de particules renfermant l'apoB [66] et que le syndrome 

partage suffisamment de caractéristiques biochimiques et physiologiques avec 

l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée pour considérer ces deux anomalies comme 

faisant partie du même syndrome [62,75]. Au moins cinq défauts métaboliques ou 

génétiques associés à l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée/hyperapoB ont été 

rapportés: une liaison réduite de la protéine acylation-stimulating protein [67], un défaut 

génétique hétérozygote du gène de la lipoprotéine lipase [68], une variabilité génétique 

sur le locus du gène de l'apoA-I—C-III—A-IV [69] de même que près ou sur le locus du 

gène du récepteur LDL [70] et un turnover diminué des lipides dans les cellules 

graisseuses périphériques [71]. 

- Lp(a) augmentée 

Les niveaux plasmatiques de Lp(a) sont presque entièrement déterminés 

génétiquement [28]. Une forte prévalence (19%) d'une élévation de Lp(a) est retrouvée 

auprès de patients présentant une dyslipidémie familiale avec maladie coronarienne 

précoce [52]. Près de 90% de la variabilité des niveaux de Lp(a) dans la population est 

attribuable au gène de l'apo(a), lequel présente de nombreuses variations de séquence 

et de taille [40]. L'hétérogénéité dans la séquence du gène de l'apo(a) contribuerait ainsi 

aux variations génétiques observées dans le risque de maladie coronarienne non 

seulement par la modulation des niveaux de Lp(a) mais également par des différences 

dans la molécule d'apo(a) qui en résulte [28]. 

- Hypoalphalipoprotéinémie 

Un niveau abaissé de cholestérol-HDL ou hypoalphalipoprotéinémie est souvent 

rencontré chez des sujets présentant une maladie coronarienne précoce. Une étude 

rapporte que l'anomalie est retrouvée chez 36% des hommes de moins de 60 ans 

présentant une maladie coronarienne documentée par angiographie [76]. Dans une 

autre étude, l'hypoalphalipoprotéinémie demeurait l'anomalie lipoprotéinique la plus 

commune chez des sujets avec maladie coronarienne précoce diagnostiquée par 

angiographie (39% des cas) [29]. Différentes formes de dyslipidémies génétiques 

retrouvées dans la maladie coronarienne précoce expriment une hypoalphalipoprotéi- 
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némie: l'hypertriglycéridémie familiale avec hypoalphalipoprotéinémie, l'hyperlipoprotéi-

némie familiale combinée et l'hypoalphalipoprotéinémie familiale sans autres anomalies 

lipoprotéiniques [62]. Ainsi, les formes communes d'une hypoalphalipoprotéinémie 

rencontrées chez les sujets avec maladie coronarienne représentent un spectre large 

de désordres lipoprotéiniques dont souvent les phénotypes se chevauchent [62]. Il a été 

observé que dans des familles de sujets présentant une maladie coronarienne précoce 

et exprimant une forme d'hypoalphalipoprotéinémie familiale, l'hyperlipoprotéi-némie 

familiale combinée ou hyperapoB représentait la forme la plus commune [62]. De fait, 

l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée compterait pour la majorité des désordres 

lipoprotéiniques génétiques rencontrés dans la maladie coronarienne précoce, avec, 

dans la plupart des cas, l'expression d'une hypoalphalipoprotéinémie. Des études 

métaboliques sur la cinétique des particules HDL ont démontré une augmentation du 

taux de catabolisme fractionnel des HDL ou de l'apoA-I chez des sujets présentant 

différentes formes d'hypoalphalipoprotéinémie, suggérant un catabolisme accru des 

particules HDL plutôt qu'une réduction de leur synthèse [77-79]. Il est également trouvé 

que le taux de catabolisme fractionnel des HDL augmente avec la diminution de la taille 

des particules HDL, laquelle est négativement corrélée aux niveaux de triglycérides [72]. 

Le catabolisme des particules HDL apparaît donc augmenté en présence d'un niveau 

abaissé de cholestérol-HDL dû en partie à une réduction de la taille des particules. De 

rares cas d'hypoalphalipoprotéinémie ont été associés à des réarrangements ou 

mutations non sens du gène de l'apoA-I [80-83], à une déficience de l'enzyme lécithine-

cholestérol-acyltransférase (LCAT) [84-86], à la maladie de Tangier [87] ainsi qu'à une 

hypertriglycéridémie sévère de cause multiple dont une déficience en LPL [88,89] ou en 

son activateur, l'apoC-I1 [90]. Dans une étude familiale de sujets avec maladie 

coronarienne précoce, les cas d'une hypoalphalipoprotéinémie pure, sans autre 

anomalie des lipoprotéines et d'expression familiale, représentaient 4% des sujets. 

Cette donnée est comparable à la prévalence de l'hypercholestérolémie familiale 

retrouvée dans la même population (3-5%) [52,64]. 

À l'exception de l'hypercholestérolémie familiale, le défaut familial 'de l'apoB, la 

dysbêtalipoprotéinémie, l'excès familial en Lp(a) ainsi que de rares défauts sur le 

complexe génique apoA-1—C-III—A-IV où une anomalie monogénique a été identifiée [91-

93], le défaut moléculaire de la plupart des dyslipidémies familiales demeurent 

aujourd'hui inconnu. On croit que le mode de transmission de plusieurs de ces 
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désordres est autosomique dominant ou polygénique et à des degrés variables de 

pénétrance et/ou d'expression chez l'adulte [62]. Sur une base purement phénotypique, 

le diagnostique différentiel d'une dyslipidémie familiale est souvent difficile et, 

communément, des désordres génétiques et secondaires sont présents simultanément 

[46]. De plus, un chevauchement considérable est retrouvé dans l'expression 

phénotypique de plusieurs de ces défauts, notamment entre l'hyperlipoprotéinémie 

familiale combinée, l'hypertriglycéridémie familiale, l'hypoalphali-poprotéinémie familiale, 

le syndrome métabolique, l'hyperapoB et la dyslipidémie hypertensive familiale [64]. 

Beaucoup de nos connaissances actuelles sur le métabolisme des lipoprotéines ont 

été acquises par des études biochimiques et moléculaires chez des sujets présentant 

des altérations des voies physiologiques des lipoprotéines. Celles des LDL notamment 

ont été particulièrement explorées. Cependant, dû à sa grande complexité, le 

métabolisme des HDL est demeuré encore mal compris. L'investigation des syndromes 

de HDL abaissées n'a pu clairement expliquer jusqu'à ce jour les variations majeures 

des niveaux de cholestérol-HDL observées dans les populations, ni élucider tous les 

détails des mécanismes par lesquels les HDL participent au transport de retour du 

cholestérol des tissus périphériques vers le foie. 

Afin d'apporter de nouvelles connaissances sur le métabolisme du cholestérol et des 

lipoprotéines, cette thèse abordera spécifiquement le métabolisme des HDL par 

l'investigation de dyslipoprotéinémies familiales exprimant une hypoalphalipoprotéi-

némie. Par l'étude de la biochimie et la génétique moléculaire de ce désordre, nous 

tenterons de préciser les anomalies physiologiques et moléculaires retrouvées dans 

l'hypoalphalipoprotéinémie pour en dégager les causes et mieux comprendre certains 

mécanismes qui sous-tendent l'homéostasie du cholestérol ainsi que leurs altérations 

impliquées dans le développement de la maladie coronarienne athéroscléreuse. 

Les formes d'hypoalphalipoprotéinémie familiale sont l'expression d'un large spectre 

d'anomalies génétiques dont la plupart sont de causes biochimiques et moléculaires mal 

comprises ou inconnues. L'hyperlipoprotéinémie familiale combinée compte pour la 

majorité des anomalies affichant une hypoalphalipoprotéinémie retrouvées dans la 

maladie coronarienne précoce [62]. Le défaut a été associé à une hypersécrétion 

hépatique d'apoB [75]. Les études ayant examiné les associations probables avec le 

gène de l'apoB ou le complexe génique apoA-l—C-III—A-IV ont fourni des données 

inconsistantes. Par ailleurs, chez un cinquième des familles affichant un phénotype 

d'hyperlipoprotéinémie familiale combinée, un défaut du gène de la lipoprotéine lipase a 
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été démontré [68], suggérant l'existence d'une hétérogénéité génétique dans 

l'expression de cette dyslipidémie. Une forme familiale beaucoup moins commune 

d'hypoalphalipoprotéinémie exprime des niveaux sévèrement abaissés de cholestérol-

HDL sans autres anomalies sévères des lipoprotéines. Ces formes relativement peu 

fréquentes ont été associées jusqu'à présent à de rares désordres du complexe 

génique apoA-1—C-III—A-IV et autres désordres du métabolisme des HDL ainsi qu'à la 

maladie de Tangier [94]. 

Dans le cadre d'une investigation des bases métaboliques et moléculaires de 

l'hypoalphalipoprotéinémie familiale, deux expressions de l'anomalie génétique seront 

étudiées: une hypoalphalipoprotéinémie secondaire et une hypoalphalipoprotéinémie 

primaire. Ces études viseront à mieux comprendre le métabolisme des HDL et son 

implication dans les dysfonctions lipidiques fréquemment associées au développement 

de la maladie coronarienne. Le premier volet de cette thèse présentera une analyse 

génétique et moléculaire de l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée associée à 

l'expression secondaire d'une hypoalphalipoprotéinémie et dont les bases moléculaires 

demeurent actuellement inconnues. La génétique moléculaire de cette dyslipidémie sera 

examinée dans des familles de souche canadienne française par l'approche "gène 

candidat. Des polymorphismes sur le complexe génique apoA-l—C-III—A-IV et la 

présence d'anomalies fonctionnelles du gène de la lipoprotéine lipase seront vérifiés 

chez 54 familles bien caractérisées présentant une hyperlipoprotéinémie familiale 

combinée. Les données moléculaires recueillies chez ces familles seront comparées à 

une population témoin de même souche pour vérifier la présence d'une association 

potentielle entre ces locus géniques et l'expression de l'hyperlipoprotéinémie familiale 

combinée dans cette population. Le deuxième volet de cette thèse portera sur l'étude de 

3 cas d'hypoalphalipoprotéinémie familiale sévère décelés dans la population 

canadienne française et ne présentant aucune autre anomalie sévère des lipoprotéines. 

Pour examiner les causes physiopathologiques de cette forme d'anomalie génétique 

des HDL, le défaut sera caractérisé du point de vue clinique, génétique, biochimique et 

de la physiologie cellulaire. 

Les données de ces études nous ont démontré que l'hyperlipoprotéinénnie familiale 

combinée n'apparaît pas génétiquement liée au complexe génique apoAl—C-111—A-IV, ni 

à des mutations fonctionnelles communes du gène de la lipoprotéine lipase dans la 

population québécoise de souche canadienne française. Le défaut semblerait plutôt 

polygénique, phénotypiquement mal défini et influencé par des facteurs 
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environnementaux. La caractérisation de 3 cas d'hypoalphalipoprotéinémie familiale 

sévère dans la population canadienne française nous a permis d'identifier une nouvelle 

forme de dyslipidémie qui associe un niveau sévèrement abaissé de cholestérol-HDL à 

un défaut d'efflux de cholestérol cellulaire sans manifestations cliniques. Nous 

démontrons que ce défaut représente une nouvelle catégorie de désordre des 

lipoprotéines impliquant une anomalie du transport intracellulaire du cholestérol dont les 

causes biochimiques et moléculaires demeurent à ce jour inconnues. 



Première partie: revue de la littérature 

Chapitre 1: Physiologie et physiopathologie du métabolisme des lipoprotéines de 

haute densité 

1.1 Introduction 

Les lipides circulant dans le plasma et dans le liquide lymphatique humain se 

composent essentiellement de cholestérol libre, d'esters de cholestérol, de triglycérides 

et de phospholipides. Ils circulent sous forme de larges complexes ou agrégats 

moléculaires nommés lipoprotéines, formés au centre d'un noyau neutre d'esters de 

cholestérol et/ou de triglycérides enveloppé à la surface d'une couche lipoprotéique 

polaire comprenant phospholipides, cholestérol libre et apolipoprotéines. En plus de 

fournir une intégrité structurelle aux lipoprotéines, les apolipoprotéines sont également 

impliquées dans l'assemblage et la sécrétion des lipoprotéines, servent à l'activation 

d'enzymes de modification des lipoprotéines et agissent comme ligands pour un large 

éventail de récepteurs et protéines de conduction membranaire. Les lipoprotéines 

plasmatiques se composent de lipoprotéines de basse densité (LDL), de lipoprotéines 

de haute densité (HDL) et de lipoprotéines riches en triglycérides (TRL), comprenant les 

chylomicrons, les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL) et les lipoprotéines de très 

basse densité (VLDL) [91]. Sur la base de données épidémiologiques, expérimentales 

et animales, les lipoprotéines riches en triglycérides et les LDL sont considérées 

athérogènes, alors que les HDL ont un effet protecteur contre l'athérosclérose. On 

reconnaît de plus en plus de rôles aux lipoprotéines, autre que celui du simple transport 

de lipides neutres. Chez les mammifères en général, les HDL ont de multiples fonctions 

reconnues, dont le retour du cholestérol vers le foie [95] fournissant les molécules de 

cholestérol nécessaires à la synthèse d'acide biliaire, le transport de l'apo 	p 

(clusterine) [96,97], le transport de la paraoxonase [98], la prévention contre l'oxydation 

des lipoprotéines (principalement des LDL) [99] et l'apport de cholestérol aux cellules 

surrénaliennes et cellules des tissus stérdidogéniques pour la synthèse d'hormones. Ce 

processus implique la captation sélective du cholestérol par la voie d'un récepteur 

scavenger, le SR-BI, membre de la superfamille de protéines CD36 [100,211]. Les HDL 

agissent aussi d'accepteur d'endotoxines lipopolysaccharidiques bactériennes 
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protégeant la paroi vasculaire des dommages causés par des endotoxines bactériennes 

[95]. De plus, chez l'humain, les HDL assurent une protection contre l'infection du 

Trypanosome brucei brucei [101,102]. Elles peuvent également moduler l'expression 

des molécules d'adhésion cellulaires des cellules endothéliales stimulées par des 

cytokines [103] et préviendraient l'agrégation plaquettaire en modulant la régulation du 

gène de la cyclo-oxygénase-2 (Cox-2) dans les cellules musculaires lisses, augmentant 

la production et le temps de demi-vie de la prostacycline (PGI2) [104]. 

1.2 HDL et maladie coronarienne, données épidémiologiques 

Dans de larges études de population, des niveaux abaissés de cholestérol-HDL ont 

été étroitement associés à des concentrations augmentées de triglycérides 

plasmatiques, au sexe masculin, à un indice plus élevé de masse corporelle, à une 

consommation réduite d'alcool et à une tension artérielle augmentée. Chez les femmes, 

à ces facteurs s'ajoutent l'augmentation en âge, le statut ménopausé, des niveaux 

augmentés de glucose plasmatique et le tabagisme [105]. Le tableau I résume les 

déterminants principaux des niveaux de cholestérol-HDL retrouvés dans la population. 

Les études prospectives épidémiologiques ont démontré de façon consistante la relation 

inverse entre les concentrations de cholestérol-HDL plasmatique et l'incidence de la 

maladie coronarienne [2,42,76,106-114]. L'étude Framingham Heart révèle que les 

niveaux de cholestérol-HDL sont un facteur de risque fort et indépendant de maladie 

coronarienne, bien gradé dans la population. Les effets protecteurs d'un niveau élevé de 

cholestérol-HDL persistaient jusqu'aux âges de 80 ans [107]. Par contre, des niveaux 

abaissés étaient associés au risque d'athérosclérose coronarienne même en présence 

de niveaux désirables de cholestérol plasmatique total (< 5.2 mmol/L). Le risque de 

maladie coronarienne s'accroît de 2% chez l'homme et de 3% chez la femme à chaque 

niveau de réduction de 1 mg/dL (0.03 mmol/L) du cholestérol-HDL. Dans la majorité des 

études, cette relation demeure statistiquement significative après ajustement pour 

d'autres facteurs de risque lipidiques et non lipidiques. L'habilité du cholestérol-HDL à 

prédire le risque coronarien indépendamment du cholestérol-LDL est démontrée par les 

données de l'étude PROCAM [115] où près de 5 000 hommes participants étaient suivis 

pendant une période de 6 ans. L'incidence de maladie coronarienne corrélait avec une 

diminution des niveaux de cholestérol-HDL aussi bien qu'avec une augmentation des 
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niveaux de cholestérol-LDL. Les niveaux de cholestérol-HDL ont aussi été 

spécifiquement reliés à la mortalité coronarienne, particulièrement chez les sujets 

diabétiques [116]. L'augmentation de décès par maladie coronarienne a été associée à 

des niveaux abaissés de cholestérol-HDL (< 0.9 mmol/L) peu importe la concentration 

de cholestérol total au-dessus ou au-dessous de 5.2 mmol/L [114]. Des études cas-

témoins ont démontré que les particules plus larges de HDL2, plutôt que les particules 
de HDL3, étaient responsables de la relation inverse entre les niveaux de HDL et le 

risque de maladie coronarienne. Cependant, les données de l'étude longitudinale 

Physician's Health, impliquant plus de 14 000 hommes médecins, ont démontré que les 

deux fractions de HDL, HDL2  et HDL3, ont un rôle protecteur contre la maladie 

coronarienne [117]. Malgré les évidences épidémiologiques associant les niveaux 

abaissés de cholestérol-HDL à une incidence accrue d'athérosclérose coronarienne, il 

demeure incertain si les HDL jouent un rôle direct ou indirect dans la pathogenèse de 

l'athérosclérose. Les niveaux de cholestérol-HDL retrouvés dans une population 

normale, d'après les données du Lipid Research Clinics database [118], sont présentés 

au Tableau II. Des concentrations inférieures à 0.90 mmol/L sont considérées comme 

un facteur de risque indépendant pour le développement de la maladie coronarienne 

[119]. 

Tableau l - Déterminants principaux des niveaux de cholestérol-HDL 
Sexe masculin 
Triglycérides augmentés 
Postménopause 
Tabagisme 
Indice de masse corporelle 
Tension artérielle 
Glucose plasmatique 
Consommation d'alcool (réduite) 

Des évidences considérables, largement basés sur des données épidémiologiques, 

supportent un rôle indirect des HDL dans l'athérosclérose. Ces évidences viennent du 

lien entre des niveaux abaissés de cholestérol-HDL et une combinaison de facteurs de 

risque d'athérosclérose rencontrés chez un même individu et communément référé 

sous le terme de "syndrome métabolique", "syndrome X ou "syndrome 

plurimétabolique". Ce syndrome est caractérisé par une résistance périphérique à 

l'insuline, une élévation systémique de la pression sanguine, un état procoagulant et un 
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Tableau II - Distribution des niveaux cholestérol-HDL dans la population 
cholestérol-HDL (mmol/L) 

Âge percentile 

Hommes 
5 10 25 50 75 90 95 

5 - 9 0.98 1.09 1.27 1.40 1.63 1.81 1.91 
10 - 14 0.96 1.03 1.19 1.42 1.58 1.84 1.91 
15 - 19 0.78 0.88 1.01 1.19 1.34 1.53 1.63 
20 - 24 0.78 0.83 0.98 1.16 1.32 1.47 1.63 
25 - 29 0.80 0.83 0.96 1.14 1.29 1.50 1.63 
30 - 34 0.72 0.83 0.98 1.16 1.34 1.53 1.63 
35 - 39 0.75 0.80 0.93 1.11 1.27 1.50 1.60 
40 - 44 0.70 0.80 0.93 1.11 1.32 1.55 1.73 
45 - 49 0.78 0.85 0.98 1.16 1.34 1.55 1.66 
50 - 54 0.72 0.80 0.93 1.14 1.32 1.50 1.63 
55 - 59 0.72 0.80 0.98 1.19 1.42 1.66 1.84 
60 - 64 0.78 0.88 1.06 1.27 1.58 1.78 1.91 
65 - 69 0.78 0.85 1.01 1.27 1.60 1.91 2.02 

70 - 100 0.80 0.85 1.03 1.24 1.45 1.81 1.94 

Femmes 
5 - 9 0.93 0.98 1.22 1.34 1.58 1.73 1.89 

10 - 14 0.96 1.03 1.16 1.34 1.50 1.66 1.81 
15 - 19 0.91 0.98 1.11 1.32 1.58 1.76 1.91 
20 - 24 0.85 0.96 1.14 1.32 1.60 1.86 2.04 
25 - 29 0.96 1.01 1.22 1.42 1.63 1.91 2.15 
30 - 34 0.93 1.03 1.19 1.42 1.66 1.89 1.99 
35 - 39 0.88 0.98 1.14 1.37 1.66 1.91 2.12 
40 - 44 0.88 1.01 1.24 1.45 1.68 2.04 2.28 
45 - 49 0.88 1.06 1.22 1.50 1.76 2.12 2.25 
50 - 54 0.96 1.06 1.29 1.60 1.84 2.17 2.38 
55 - 59 0.96 1.06 1.29 1.55 1.89 2.20 2.35 
60 - 64 0.98 1.14 1.32 1.58 1.94 2.25 2.38 
65 - 69 0.91 0.98 1.27 1.60 1.89 2.20 2.53 

70 - 100 0.85 0.98 1.24 1.55 1.84 2.12 2.38 

Valeurs des niveaux de cholestérol-HDL d'après l'étude de population Lipid Research 
Clinics chez les hommes et les femmes (sans hormonothérapie) aux Canada et aux 
États-Unis. 
D'après: Department of Health and Human Services, Public Health Service, 
Washington, D.C., The Lipid Research Clinics Population Studies Data Book, vol. 1. 
The prevalence study. N1H publication 80-1527, 1980; pp. 28-81. 

état dyslipidémique ou un phénotype de lipoprotéines athérogènes (ALP). Les 

caractéristiques communes de l'ALP, ne survenant pas nécessairement toutes chez un 
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même individu, sont: une augmentation modérée des niveaux plasmatiques de 

triglycérides, évidence d'une accumulation de résidus de lipoprotéines riches en 

triglycérides (TRL) (e.g. concentration augmentée de particules 1DL), un niveau abaissé 

de cholestérol-HDL et la présence de particules LDL denses et petites [120]. Il a été 

proposé que la résistance périphérique à l'insuline soit la cause centrale du syndrome 

métabolique, bien que d'autres facteurs, dont l'obésité viscérale (androgénique) et l'âge, 

puissent en être principalement responsables. Du point de vue étiologique, il est 

généralement admis que les niveaux abaissés de cholestérol-HDL sont le résultat plutôt 

que la cause de cette anomalie métabolique. En établissant à 0.9 mmol/L la valeur 

critique du niveau plasmatique de cholestérol-HDL, selon les recommandations du 

National Cholesterol Education Program (NCEP 93) [19] ou les récentes 

recommandations canadiennes [121], près de la moitié des sujets présentant une 

maladie coronarienne ont un niveau abaissé de cholestérol-HDL [122]. Cependant, dans 

la plupart des cas, un bas niveau de cholestérol-HDL résulte d'une augmentation de la 

sécrétion hépatique de triglycérides et d'apoB, et non d'un défaut primaire [62]. 

1.3 Métabolisme des HDL 

Une revue détaillée du métabolisme des lipoprotéines a été présentée dans le 

mémoire de maîtrise (M. Marcil) [18]. Rappelons sommairement que le système de 

transport des lipides a 3 principales fonctions (fig. 1.1): 1) il assure le transport rapide et 

efficace des triglycérides alimentaires aux sites d'entreposage (tissus adipeux) ou aux 

sites d'oxydation (muscles) et assure aux tissus périphériques un approvisionnement 

continu de triglycérides hépatiques pour un apport constant d'énergie; 2) il transporte le 

cholestérol permettant à la plupart des tissus d'avoir rapidement accès à des molécules 

de cholestérol nécessaires aux différentes fonctions métaboliques (synthèse de 

membranes, synthèse d'hormones stéroïdes, de vitamine D et d'acides biliaires); 3) il 

assure le courant de retour du cholestérol (voie des HDL) [123,124]. 

1.3.1 Production des HDL 

L'apolipoprotéine A-I contribue approximativement à 70% de la masse protéique 

totale des HDL, tandis que l'apoA-11 y représente environ 20%. L'apoA-I est synthétisée 
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dans le foie et l'intestin chez les mammifères et l'apoA-11 a principalement une origine 

hépatique. 

Figure 1.1. Métabolisme des lipoprotéines. Vue générale du métabolisme des 
lipoprotéines. La voie exogène (lipides d'origine diététique) est démontrée dans la 
partie supérieure du diagramme et la voie endogène (lipides d'origine hépatique) dans 
la partie inférieure. AGL, acides gras libres; LPL, lipoprotéine lipase; LCAT, lécithine-
cholestérol-acyl transférase; LH, lipase hépatique; CE, cholestérol estérifié; TG, 
triglycérides; CETP, protéine de transfert du cholestérol estérifié. 
Adaptation de: Schaefer, E.J., Levy, R.I., Pathogenesis and management of lipoprotein 
disorders. New Eng J Med 1985; 312:1300-1310. 

Les HDL circulant dans le plasma composent une population hétérogène de 

particules discoïdes et sphériques d'un diamètre variant de 70 à 100 A avec une masse 

moléculaire de 200 à 400 kDa [123]. La taille des particules HDL, déterminée par 

électrophorèse sur gradient de gel, est principalement dépendante du contenu en 

cholestérol libre [125]. L'ultracentrifugation de densité différentielle distingue deux 

fractions majeures: les HDL2  (1.063 - 1.125 g/mL) et les HDL3  (1.125 - 1.210 g/mL) 

[126], où les HDL2  de densité plus élevée contiennent plus d'esters de cholestérol que 

les HDL3. 

L'apoA-I est une protéine de 243 acides aminés de poids moléculaire de 28.3 kDa 

sécrétée par le foie et l'intestin. Au niveau cellulaire, l'apoA-I est d'abord synthétisée 

sous forme d'un prépropeptide comportant un peptide signal de 18 acides aminés. Le 
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clivage du peptide signal dans la cellule est nécessaire pour la sécrétion de l'apoA-I, 

sous forme de propeptide, dans le fluide interstitiel et le plasma, où un second clivage 

de 6 acides aminés formera un peptide mature. Le gène de l'apoA-I est localisé sur le 

chromosome 11q23 et retrouvé en tandem avec les gènes de l'apoC-III et de l'apoA-IV 
[123]. 

Des particules HDL contenant seulement l'apoA-I (désignées LpA-I) ou l'apoA-I et 

l'apoA-11 (désignées LpA-I:A-11) ou l'apoA-I avec une protéine autre que l'apoA-11 

(désignées LpA-I-A-11) ont été identifiés. Ces particules se distinguent non seulement 

par leur composition mais également par leur métabolisme et leur habilité à capter du 

cholestérol libre. Ainsi, des niveaux abaissés de LpA-I ont été associés à un risque 

accru de maladie coronarienne dans une population normolipidémique [127], mais non 

dans une population de sujets présentant une maladie coronarienne précoce [128]. Une 

fraction mineure des particules HDL totales incorpore préférentiellement du cholestérol 

provenant de fibroblastes en culture. Ces particules de forme discoïdes, désignées pré-

13-LpA-1, contiennent l'apoA-I et des phospholipides [129]. Il a été proposé que la 

présence de l'apoA-11 à la surface des particules HDL interfère avec l'efflux de 

cholestérol cellulaire. 

1.3.2 Voie de retour du cholestérol 

Les principales fonctions des HDL sont le transport du cholestérol extrahépatique 

vers le foie et l'approvisionnement de cholestérol aux tissus responsables de la 

synthèse de produits stérol [124]. Cette dernière s'accomplit en plusieurs étapes: 1) 

formation de petites particules HDL pauvres en lipides et contenant principalement une 

seule molécule d'apoA-I; 2) transfert du cholestérol cellulaire de la membrane plasmique 

aux petites particules HDL formées de phospholipides et d'apoA-I; 3) estérification du 

cholestérol par la lécithine-cholestérol-acyl transférase (LCAT) utilisant l'apoA-I comme 

cofacteur; 4) transport du cholestérol au foie, soit directement ou soit par un transfert du 

cholestérol estérifié aux lipoprotéines contenant l'apoB (fig. 1.1). Cette étape est 

spécifiquement accomplie par la protéine de transfert du cholestérol estérifié (CETP). 

Le catabolisme des particules HDL apparaît particulièrement augmenté dans des 

conditions de déficiences en cholestérol-HDL dû en partie à la réduction de la taille des 

particules [130-137]. Sur la base d'études métaboliques, il a été établi que le temps 
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normal de résidence des particules HDL dans le plasma est de 4.1 à 6.6 jours et 3.0 à 

4.5 jours pour l'apoA-I. Par contre, chez un sujet présentant la maladie de Tangier (une 

forme rare de déficience sévère en HDL), le temps de résidence plasmatique est trouvé 

réduit à 0.53 jours pour les HDL et 0.22 jours pour l'apoA-I. En utilisant les même 

techniques, le temps de résidence de l'apoA-I a été estimé à 2.9 jours dans 

l'hyperlipidémie de type IV, 2.45 jours dans l'hyperlipidémie de type I et 2.51 jours dans 

l'hyperlipidémie de type V [135]. Des données similaires démontrant une clairance 

accélérée de l'apoA-I par marquage endogène sont aussi rapportées dans un cas 

d'hypoalphalipoprotéinémie familiale sévère [131]. 

D'autres groupes ont précédemment démontré un catabolisme augmenté des HDL 

chez des sujets avec hypoalphalipoprotéinémie présentant des mutations géniques de 

l'apoA-I [132,134,137]. Afin de souligner l'importance de la taille des particules dans le 

catabolisme des HDL, Breslow et ses collaborateurs [136] ont mis en évidence une 

augmentation du taux de catabolisme fractionnel des HDL avec une diminution de la 

taille des particules, laquelle était corrélée avec une augmentation des niveaux 

plasmatiques de triglycérides. 

1.3.3 HDL et efflux de cholestérol cellulaire 

L'efflux de cholestérol cellulaire est accompli par une désorption passive du 

cholestérol de la membrane cellulaire à des complexes d'apoA-I/phospholipides suivant 

un gradient de concentration de cholestérol libre [138] et dépendant de la présence de 

particules acceptrices [139]. La forme, la composition et la conformation des particules 

HDL pourraient aussi influencer l'efflux de cholestérol [140]. Pour sa désorption passive, 

le cholestérol doit d'abord être acheminé des pools intracellulaires à la membrane 

plasmique par des processus actifs de signaux cellulaires et transport non entièrement 

résolus. La translocation du cholestérol intracellulaire à la membrane plasmique serait 

stimulée par des interactions entre l'apoA-I et des protéines membranaires spécifiques, 

à ce jour, non caractérisées. 

Plusieurs études par ligand-blotting ont identifié des récepteurs putatifs à HDL de 

masse moléculaire variant de 58 à 120 kDa [262-270] et, dans la plupart des cellules 

humaines, de 100 à 120 kDa. Toutefois dû à leur hétérogénéité, la nature de ces sites 

de liaison demeure encore un sujet débattu. L'une de ces protéines membranaires 
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désignée HDL-binding protein (HBP) [141,142] a été reconnue récemment comme étant 

la vigiline, une protéine riche en valine-glycine-leucine qui lie l'ARN [144,145] et qui, 

dans certaines cellules dont les fibroblastes, apparaît en partie régulée par les niveaux 

de cholestérol intracellulaire [143,144]. 

Des études subséquentes ont suggéré qu'un récepteur à HDL puisse agir 

d'effecteur déclenchant la transduction de signaux qui stimule le transport intracellulaire 

du cholestérol vers la membrane plasmique [239]. Dans ce modèle, la liaison de la 

particule HDL à une protéine de la membrane cellulaire stimulerait l'activation et le 

déplacement vers la membrane plasmique d'une protéine kinase C (PKC), très 

probablement par la voie des phosphoïnositols [146,147], impliquant possiblement les 

phospholipases C et D dépendantes de la phosphatidylcholine et l'interaction de 

molécules couplées à la protéine G [148,149]. Les fibroblastes humains étant les 

cellules les plus fréquemment utilisés pour l'étude du transport intracellulaire du 

cholestérol, il fut trouvé que les isomorphes de la PKC a, e, et sont spécifiquement 

présentes dans ces cellules alors que les formes pl, f32, y et ri y sont absentes ou très 

faiblement exprimées [148]. De plus, il a été observé dans les fibroblastes humains que 

la liaison des HDL3  aux cellules stimule la phosphorylation de plusieurs protéines, 

notamment les protéines ERK-1 et ERK-2 appartenant à la famille des protéines kinases 

à activité mitogène (MAP kinases) [150], et d'autres protéines dont les rôles ne sont pas 

entièrement connus [147]. Le concept actuellement soutenu propose un mécanisme 

cellulaire dans lequel une protéine kinase C activée par une transduction de signaux 

stimulerait la translocation du cholestérol cellulaire de différents sites ou compartiments 

cellulaires à la membrane plasmique, d'où il devient disponible à l'efflux par désorption 

vers des accepteurs extracellulaires. 

Dans les fibroblastes de sujets présentant la maladie de Tangier (une forme 

autosomique rare et sévère de déficience en HDL associée à un défaut d'efflux de 

cholestérol cellulaire) une altération marquée de la transduction de signaux a été 

observé par l'activité fortement diminuée d'une phospholipase C spécifique aux 

phosphatidylïnositols normalement stimulée par la présence de HDL3  [148]. D'autres 

études sur la maladie de Tangier ont mis en évidence un défaut cellulaire de régulation 

des phospholipases C et D spécifiques aux phosphatidylcholines en réponse à une 

stimulation des fibroblastes par des HDL3  et de l'apoA-I [149]. Une réponse 
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similairement altérée était recréée dans des fibroblastes de sujets normaux par un 

prétraitement des cellules avec la toxine de pertussis, qui affecte l'activité de la protéine 

G, suggérant son implication dans la maladie de Tangier [149]. Par ailleurs, la 

stimulation de la protéine kinase C par un agent pharmacologique conduisait à 

normaliser l'efflux de cholestérol dans les cellules de Tangier [164]. Ces données 

supportent donc l'hypothèse que le mécanisme de translocation cellulaire du cholestérol 

implique principalement une voie de transduction de signaux comportant la régulation 

de phospholipases spécifiques aux phosphatidylïnositols et phosphatidylcholines 

dépendantes de la protéine G et l'activation d'une protéine kinase C. Le défaut 

moléculaire de la maladie de Tangier pourrait ainsi résider au niveau d'un effecteur en 

amont de la protéine kinase C. 

Le contenu en cholestérol cellulaire est régulé par 4 voies principales: a) la 

synthèse endogène du cholestérol dans le réticulum endoplasmique lisse, impliquant 

l'enzyme HMG-CoA réductase; b) l'endocytose de particules LDL par la voie d'un 

récepteur et dégradation lysosomiale des particules; c) l'estérification intracellulaire du 

cholestérol par l'enzyme acyl-coenzyme A : cholestérol acyltransférase (ACAT); d) 

l'efflux du cholestérol de la membrane plasmique à des particules acceptrices 

(principalement des particules HDL) [151] (fig. 1.2). Les deux premières voies sont 

régulées de façon coordonnée au niveau de la transcription de gènes [152]. Les cellules 

acquièrent du cholestérol de deux sources principales: la synthèse de novo impliquant 

la voie de la HMG-CoA réductase ou, préférablement, par l'endocytose de particules 

LDL. La première source réfère à la voie endogène et la seconde, à la voie 

lysosomiale. 

Étonnamment, le transport intracellulaire du cholestérol et son déplacement de 

différents sites ou compartiments cellulaires à la membrane plasmique sont très peu 

connus [153-157]. Il a été démontré que l'intégrité de structures cellulaires dont 

l'appareil de Golgi et le cytosquelette est une condition essentielle au transport du 

cholestérol du cytosol à la membrane plasmique [158]. En plus du cholestérol, des 

produits intermédiaires de sa synthèse, tel le desmostérol, seraient également déplacés 

à la membrane plasmique [159]. Le cholestérol apparaît sélectivement transporté du 

réticulum endoplasmique ou du Golgi vers des structures membranaires discrètes 

nommées caveolœ. Ces structures forment de petites invaginations de la membrane et 
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renferment une variété de protéines dont la cavéoline, qui favoriserait par une action 

d'ancrage le transport de molécules du cytosol aux caveolœ [162]. Il y a évidence que le 

cholestérol soit rapidement transporté aux caveolœ avant d'être relargué dans la 

membrane plasmique [161]. 

Walter [163], Rogler [164], Francis [165] et leurs collaborateurs ont 

indépendamment observé un défaut d'efflux de cholestérol intracellulaire dans les 

fibroblastes de sujets présentant la maladie de Tangier. Dans l'étude de Rogler, où une 

différence nette d'efflux de cholestérol endogène radiomarqué (à partir de 3H-

mévalonolactone) est démontré entre les cellules de Tangier et des cellules contrôles, le 

défaut était réversible par une activation sélective de la PKC en présence de 1,2-

dioctanoylglycérol. Ces données suggèrent fortement l'implication de la voie de la PKC 

dans les mécanismes du transport intracellulaire du cholestérol dont les anomalies font 

ressortir une nouvelle classe de désordres des lipoprotéines. 

Figure 1.2. Homéostasie du cholestérol cellulaire. L'homéostasie du cholestérol 
cellulaire est régulée par: a) la synthèse endogène du cholestérol dans le réticulum 
endoplasmique lisse (REL) par l'enzyme HMG CoA réductase; b) l'endocytose par voie 
d'un récepteur et dégradation lysosomiale de particules LDL contenant du cholestérol 
estérifié (CE); c) l'estérification intracellulaire du cholestérol par l'enzyme ACAT; d) 
l'efflux du cholestérol de la membrane plasmique à des particules acceptrices 
(principalement des particules HDL). B-100, apoB; A-I, apoA-I; CL, cholestérol libre; C, 
cholestérol; HNCE, hydrolase neutre d'esters de cholestérol; PKC, protéine kinase C; 
HDL-R, récepteur HDL putatif; RER, réticulum endoplasmique rugueux; LYS, 
lysosome. 
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1.4 Autres fonctions des particules HDL 

La caractérisation des protéines retrouvée dans la fraction des lipoprotéines HDL a 

permis l'identification de plusieurs apolipoprotéines, notamment l'apoA-I, l'apoA-II, 

l'apoA-IV, l'apoC-I, l'apoC-II, l'apoC-III et l'apoE [91,122]. Les particules HDL sont 

également responsables du transport de l'apo Jct+p (clusterine) [96,97], de la 

paraoxonase [98] et de l'haptoglobine [101,102]. Elles ont été trouvées associées à 

plusieurs lignées cellulaires in vitro et responsables d'une variété de réponses autres 

que le transport intracellulaire du cholestérol. 

1.4.1 Prévention de l'oxydation des lipoprotéines 

En présence de HDL, les particules LDL se trouvent protégées contre l'oxydation 

par des mécanismes variés [166,167]. En plus de diverses molécules naturellement 

antioxydantes, les particules HDL transportent aussi des enzymes, dont l'hydrolase du 

facteur d'activation plaquettaire et la paraoxonase, dotées de propriétés antioxydantes 

[166]. Les effets protecteurs des HDL relèveraient principalement de la sous-fraction 

des HDL3  et contribueraient également à l'inhibition de l'activité des particules LDL 

minimalement oxydées [169]. 

1.4.2 Apport cellulaire de cholestérol 

Les particules HDL fournissent des molécules de cholestérol aux cellules 

surrénaliennes, aux cellules des tissus stérdidogéniques non placentaires et au foie par 

la voie d'un récepteur scavenger de classe B, type I (SR-BI). Ce récepteur, membre de 

la superfamille de protéines CD-36 [211], lie les HDL et provoque le transfert sélectif 

d'esters de cholestérol des HDL aux cellules [100,210] sans l'incorporation complète de 

la lipoprotéine [170]. Différemment du processus d'internalisation des particules LDL par 

la voie de récepteur, ce mécanisme est indépendant des puits tapissés de clathrine de 

la membrane plasmique et n'implique pas la formation d'endosomes. 



24 

1.4.3 Captation d'endotoxines lipopolysaccharidiques bactériennes 

Dû à leur haute affinité pour les phospholipides et autres composants des 

membranes plasmiques, les HDL adsorbent aisément les lipopolysaccharides 

(endotoxines) libérés au cours de la destruction des bactéries [95]. Dans des modèles 

animaux, un effet protecteur des HDL contre les chocs endotoxiques était observé. Une 

protection contre des dommages vasculaires provoqués par des lipopolysaccharides 

serait dépendante d'une protéine spécifique, la lipopolysaccharide binding protein (LPB) 

associée à la fraction HDL [171]. 

1.4.4 Protection contre l'infection du Trypanosoma brucei brucei chez l'humain 

Contrairement à la maladie parasitaire ngana du bétail, les infections par le 

trypanosome T. brucei brucei n'affecte pas l'humain. Cette protection est due à deux 

agents identifiés chez l'humain: les facteurs trypanolytiques 1 et 2 (TLF1 et TLF2). Le 

facteur TLF1 a été apparenté à une haptoglobine et trouvé associé à la fraction HDL 

[101,102, 172]. Raper et ses collaborateurs [173] ont démontré que le facteur TLF1 

compétitionnait l'haptoglobine mais le facteur TLF2 semblait indépendant des HDL et de 

l'haptoglobine. 

1.4.5 Modulateur de l'expression des molécules d'adhésion cellulaires des cellules 

endothéliales 

Dans une série d'expériences, Cockerill et ses collaborateurs [103] ont examiné la 

production et les niveaux d'ARNm des molécules d'adhésion cellulaires ICAM-1 

(intercellular adhesion molecule-1), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) et E-

sélectine dans les cellules endothéliales stimulées par des cytokines, dont 

l'interleukine 1 (IL-1) et le TNF (tumor necrosis factor). Ils ont trouvé que la présence de 

particules HDL abaissait les niveaux d'ARNm et d'expression de ces protéines dans les 

cellules. Les HDL pourraient ainsi contribuer à moduler les premiers changements 

observés dans les cellules endothéliales au cours d'un traumatisme inflammatoire. 
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1.4.6 Prévention de l'agrégation plaquettaire 

Lorsque incubées en présence de HDL, les plaquettes ont une tendance moindre à 

s'agréger in vitro [104]. Cependant, les phénomènes par lesquels les HDL modulent 

l'agrégation plaquettaire sont complexes et non entièrement résolus. Ces effets 

pourraient en partie être attribuable à la formation de lysophosphatidylcholine provenant 

de l'action de la phospholipase A2 sur la phosphatidylcholine [174] et d'une activité 

diminuée de la lipoxygénase des plaquettes [175]. De plus, il est trouvé que l'activité de 

la cyclo-oxygénase-2 dans les cellules musculaires lisses est modulée par les HDL au 

niveau transcriptionnel [104]. Cette sur-régulation du gène Cox-2 contribuerait à 

accroître les niveaux de prostaglandine 12 dans les cellules musculaires lisses et ainsi 

diminuer l'agrégation plaquettaire. 

1.5 Aspect génétique des HDL 

La plupart des désordres du métabolisme des HDL rencontrés en pratique clinique 

sont intimement associés au métabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides. 

Dans plusieurs cas, un niveau abaissé de cholestérol-HDL est secondaire à une 

augmentation des triglycérides plasmatiques, à une augmentation des niveaux 

d'apolipoprotéine B ou les deux à la fois. Dans une étude de 102 familles de sujets avec 

maladie coronarienne précoce, 4% des sujets présentaient une forme 

d'hypoalphalipoprotéinémie familiale isolée (niveau abaissé de cholestérol-HDL sans 

autres anomalies lipidiques), 14% avaient une hypertriglycéridémie familiale avec des 

niveaux abaissés de cholestérol-HDL et 11% présentaient une hyperlipoprotéinémie 

familiale combinée [52]. Toutes ces formes de dyslipoprotéinémies familiales étaient 

associées à un niveau de cholestérol-HDL inférieur au 10e percentile de la population 

selon l'âge et le genre. Lorsque les niveaux d'apoB plasmatiques étaient examinés, tous 

les sujets, incluant ceux présentant une forme isolée de cholestérol-HDL abaissé, 

présentaient un niveau élevé d'apoB, suggérant que les bas niveaux de cholestérol-HDL 

étaient secondaires à une augmentation d'apoB et ne représentaient donc pas un 

défaut primaire [62]. 

Un bas niveau de cholestérol-HDL est également rencontré dans la dyslipidémie 

familiale hypertensive. Ce désordre est manifesté par une pression sanguine élevée et 
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la présence d'une dyslipidénnie typique caractérisée par une hypertriglycéridémie, un 

niveau abaissé de cholestérol-HDL [63,176] et un phénotype de lipoprotéines 

athérogènes (ALP), où une élévation des triglycérides plasmatiques est trouvée 

associée à la présence de particules LDL petites et denses, une résistance à l'insuline 

et une obésité abdominale [120,176]. Le tableau 3 résume les désordres familiaux des 

lipoprotéines associés à un niveau abaissé de cholestérol-HDL rencontrés dans la 

population et leur susceptibilité à favoriser le développement de la maladie 

coronarienne. Il est à noter que plusieurs de ces désordres présentent un 

chevauchement dans l'expression de leurs phénotypes. 

Tableau Ill. Dyslipidémies génétiques associées à un bas niveau de HDL 
Dyslipidémie Désordre 

biochimique 
Susceptibilité à la 
maladie coronarienne 

Hyperlipémie familiale 
combinée 

• Tnombre de particules 
VLDL et LDL 

• t apoB 

augmentée 

Hypertriglycéridémie familiale 
avec niveau abaissé de HDL 

• ttriglycérides 
• .1-HDL 

augmentée 

Hypoalphalipoprotéinémie 
familiale 

• .I,HDL probablement non 
augmentée 

Dyslipidémie familiale 
hypertensive 

• ttriglycérides 
• 1,HDL 
• Tpression sanguine 

augmentée 

Phénotype de lipoprotéines 
athérogènes 

• tVLDL et triglycérides 
• ,1,1-1DL 
• particules LDL 

petites et denses 

augmentée 

Hyperchylomicronémie 
familialet 

• tchylomicrons non augmentée ou 
légèrement augmentée 

Dysbêtalipoprotéinémie 
familiale $ 

• 1f3-VLDL augmentée 

-r Due à une déficience de la lipoprotéine lipase ou une déficience de l'apoC-II. 
$ Associée à un phénotype E2/2 de l'apo E. 

Dans des études familiales et de population, des analyses statistiques de 

ségrégation et linkage suggèrent que les niveaux de cholestérol-HDL soient en partie 

génétiquement déterminés et associés aux locus géniques de l'apoA-I—C-III—A-IV, de la 

lipoprotéine lipase, de l'apoB et de la lipase hépatique [177]. Récemment, les 
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polymorphismes géniques de ces locus et d'autres ont été examinés dans des 

populations génétiquement isolées. Il a été trouvé que ces polymorphismes ne 

contribuent en fait que pour une très faible fraction de la variabilité totale des niveaux 

plasmatiques de HDL et d'apoA-I dans ces populations [178]. D'autres études familiales 

ont révélé de forts déterminants génétiques pour les niveaux de cholestérol-HDL dans 

des populations de l'Utah [179]. Par ailleurs, l'étude Bogalusa Head observait de 

multiples polymorphismes de gènes, notamment sur les gènes de l'apoB, de la CETP et 

de la lipoprotéine lipase, statistiquement associés aux niveaux de cholestérol-HDL 

[180]. 

1.5.1 Désordres génétiques des HDL 

L'ensemble des causes d'une hypoalphalipoprotéinémie familiale sévère a fait 

l'objet d'une revue récente [181]. Actuellement, ces causes incluent de rares cas de 

maladie de Tangier [191,192], divers réarrangements ou mutations non sens du gène 

de l'apoA-I [83,123,181-188], des altérations du métabolisme des HDL dues à une 

déficience de l'enzyme LCAT [189,190] ou des états sévères d'hypertriglycéridémie de 

causes multiples, dont une déficience de la lipoprotéine lipase [99,193] ou de son 

activateur, l'apoC-I1 [90]. Le tableau 4 résume les différentes causes génétiques 

connues jusqu'à maintenant associées à une déficience sévères en HDL. À l'opposé 

des cas de déficience en HDL, des niveaux anormalement élevés de cholestérol-HDL 

sont également rencontrés. Ces anomalies impliquent soit une déficience en lipase 

hépatique, soit une déficience en CETP due à des mutations géniques de ces protéines 

[72,73]. Malgré une élévation du cholestérol-HDL, la déficience en lipase hépatique 

entraîne une augmentation du risque de maladie coronarienne précoce. Par contre, la 

déficience en CETP entraîne une diminution de l'apoB et du cholestérol-LDL, conférant, 

quoique controversée, une protection contre la maladie coronarienne associée à une 

longévité [28]. 

Les mutations de la CETP sont fréquemment rencontrées dans la population 

japonaise et sont une cause commune de niveaux augmentés de HDL [194]. Des 

études génétiques plus récentes basées sur des populations japonaises rapportent des 

données contradictoires sur les effets protecteurs d'une déficience en CETP, 

démontrant qu'une hyperalphalipoprotéinémie causée par des mutations du gène de la 
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CETP n'est pas associée à un syndrome de longévité [300]. Il est également démontré 

une augmentation significative du risque de maladie coronarienne chez des hommes de 

descendance japonaise porteurs de la mutation Asp'2-->Gly du gène de la CETP qui 

présentent des valeurs de cholestérol-HDL entre 1.06 et 1.55 mmol/L [301]. D'autres 

études ont suggéré un métabolisme retardé des particules HDL pré3-1 associé à la 

déficience en CETP [302] et des niveaux sériques significativement augmentés de LDL 

oxydées par le malondialdéhyde chez des patients avec déficience complète en CETP 

[303]. 

1.5.2 Mutations du gène de l'apoA-I 

De rares défauts génétiques sur le locus du gène de l'apoA-I entraînent de sévères 

diminutions des niveaux de cholestérol-HDL et d'apoA-I. Au moins 11 mutations 

différentes du gène de l'apoA-I causant une déficience en HDL et apoA-I sont 

rapportées [96, revu dans 181] (présentation au Tableau 4). Selon l'altération de la 

protéine qui en résulte, les défauts génétiques de l'apoA-I ont été séparés en 3 classes. 

Les défauts de classe I abolissent la synthèse de la protéine et sont associés à une 

xanthomatose, à des opacifications cornéennes et à un risque élevé de maladie 

coronarienne; les défauts de classe II conduisent à une forme tronquée de la protéine et 

expriment un tableau clinique variable quant au risque d'athérosclérose coronarienne; 

les défauts de classe III produisent une forme altérée de l'apoA-I sans évidence d'une 

forte association avec la maladie coronarienne. Aux côtés de ces défauts génétiques, 

plusieurs mutations ponctuelle du gène de l'apoA-I ont également été rapportées [195]. 

Ces mutations, plus souvent de classe III, entraînent une réduction marquée des 

niveaux de cholestérol-HDL et d'apoA-I et pourraient affecter le transport intracellulaire 

du cholestérol. 

Des mutations du gène de l'apoA-I peuvent aussi conduire à une amyloïdose 

systémique. Dans l'une des premières familles rapportées démontrant une amyloïdose 

systémique due à des mutations du gène de l'apoA-I, un polymorphisme 

insertion/délétion était identifié sur le gène de l'apoA-I avec perte des codons 60-71 et 

l'insertion de résidus Val et Thr [196]. Les fibres amyloïdes ont été identifiées comme 

étant des résidus N-terminaux d'apoA-I. Par la suite, parmi d'autres mutations du gène 

de 	l'apoA-I identifiées, la mutation Lee --> Arg [196] trouvée dans une famille 
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canadienne et la mutation G1y26 -> Arg [197] révélaient que l'ajout d'une charge positive 

au groupement amino de la portion d'apoA-I était une condition essentielle à la 

formation de fibres d'amyloïdes. 

L'apoA-Imdano  (Arg173  -> Cys) a été identifiée dans une très large famille d'Italie et 

associée à une augmentation du taux de catabolisme fractionnel des HDL mais sans 

risque augmenté de maladie coronarienne précoce. L'apoA-I Milano  semble au contraire 

conférer aux porteurs une longévité. Dans cette mutation, la présence d'un résidu Cys 

au codon 173 permet la formation d'un lien dimérique disulfure avec une autre molécule 

d'apoA-I ou une molécule d'apoA-II. Un phénomène similaire est observé dans 

l'apoA-Iparis  (Are' -> Cys) où un résidu Arg est aussi remplacé par un résidu Cys au 

codon 151 [212]. Dans une autre variante de l'apoA-I, l'ApoA-lp,sa  (Leu'l  -> Arg) a été 

associée à des opacifications cornéennes et à la maladie coronarienne chez les 

porteurs homozygotes. 

Les variantes de l'apoA-I ont été identifiées par l'analyse de sang séché provenant 

de 32 000 nouveau-nés. Par l'utilisation des techniques de chromatographie liquide à 

haute pression, de spectroscopie de masse time-of-flight secondary ion (TOF-SIMS) et 

séquenceur en phase gazeuse automatisé, l'apoA-I 	Arg, Pro3 --> Arg et 

Pre-> Arg ont été identifiée. La forme Pro4 ---> Arg a été associée à des niveaux 

significativement abaissés de cholestérol-HDL dans la famille affectée [199]. 

1.5.3 Déficience en lécithine-cholestérol-acyl transférase 

La lécithine-cholestérol-acyl transférase catabolise la réaction d'estérification du 

cholestérol à partir des deux chaînes d'acides gras de la phosphatidylcholine. La 

particule HDL portant l'apoA-I représente le substrat préférentiel de la LCAT où l'apoA-I 

agit d'activateur. Il existe deux manifestations cliniques importantes d'une déficience de 

la LCAT: la maladie fish eye et la déficience familiale en LCAT. L'expression marquante 

de la maladie fish eye est une opacification cornéenne sévère et l'inhabilité de la LCAT 

à estérifier du cholestérol associé aux particules HDL. Toutefois, une capacité à former 

des esters de cholestérol à partir du cholestérol-LDL non estérifié est maintenue dû à 

des formes mutantes de l'enzyme. Ainsi, le ratio plasmatique cholestérol non 
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estérifié/cholestérol estérifié est maintenu près de la normale. La déficience familiale en 

LCAT est caractérisée par une inhabilité complète d'estérification du cholestérol avec 

Tableau IV. Anomalies génétiques associées à une déficience en HDL 

Défaut génétique de l'apoA-I 
xanthomes opacification 	maladie 

cornéenne 	coronarienne 
âge - sexe - pays 

apoA-I—C-Illinversion. 	oui 	oui 	 oui 31 - F- É.-U. 
apoA-1—C-111—A-1Vdé1é1i0n 	non 	oui 	 oui 45 - F - É.-U. 
alp0A-Idélétion146-160 	non 	oui 	 non 34 - M - nord Europe 
aP0A-1202délétionG,230stop 	non 	oui 	 non 42 - M -Allemagne 
alD0A-184st0p 	 oui 	non 	 oui 60 - F - Japon 
apoA-I5insertionC,33stop 	oui 	oui 	 non 7 - F - Turquie 
apoA-I-2s0p 	 oui 	non 	 oui 34 - F - Canada 
apoA-I32st0p 	 non 	non 	 non 31 - F- 	Italie 
apoA-185t0p 	 non 	oui 	 non 39 - M -Japon 
apoA-I208st0p 	 oui 	oui 	 ? F - Japon 
aP0A-111st0p 	 non 	oui 	 oui Italie 

Mutations ponctuelles de l'apoA-I 
ApoA-I pisa 	Leu' —> Arg 
ApoA-I Fin 	Leu 159 —> Arg 
ApoA-I Paris 	 Arg151 —> Cys 
ApoA-1 Karatsu 	 Tyriœ"--> His 

-IS162 ---> Gln ApoA-I Kirune 	 Hi 

ApoA-I Milano 	 Are ---> Cys 
ApoA-I variantes 	Pro' —> Arg; Pro' —> Arg; Pro4 —> Arg 

Mutations dans les enzymes affectant le métabolisme extracellulaire des HDL 
déficience de la LCAT 
déficiences de la LPL/apoC-I1 

Défaut génétique affectant l'efflux du cholestérol cellulaire 
maladie de Tangier 

une élévation marquée du ratio plasmatique cholestérol non estérifié/cholestérol 

estérifié. Les particules HDL ont une composition anormale et les sujets présentent 

aussi une opacification cornéenne avec en plus une anémie et une insuffisance rénale. 

Les relations entre les déficiences de la LCAT et la maladie coronarienne ne sont pas 

encore clairement établies [84,85,189,190, 195]. 



31 

1.5.4 Déficience de la lipoprotéine lipase et de l'apoC-I1 

Les mutations de la lipoprotéine lipase (LPL) entraînent un état sévère 

d'hypertriglycéridémie associé à un bas niveau de cholestérol-HDL chez les sujets 

homozygotes ou hétérozygotes combinés. Ces mutations sont la base génétique du 

syndrome familial d'hyperchylomicronémie [99,193]. Les mutations de l'apoC-II, 

activateur de la LPL, sont décrites comme étant une cause rare de l'absence d'activité 

de la LPL dans le plasma des sujets affectés [90]. L'hypertriglycéridémie massive qui en 

résulte occasionne une forme secondaire de déficience en HDL, en partie causée par 

une disponibilité réduite d'apolipoprotéines, de cholestérol libre et de phospholipides, 

principaux composants des HDL, libérés dans le plasma au cours du processus 

lipolytique des chylomicrons et VLDL sous l'action de la LPL. 

1.5.5 Maladie de Tangier 

La maladie de Tangier est une affection rare (52 cas actuellement rapportés dans 

le monde) transmise selon un mode autosomique récessif, caractérisée par une 

absence ou une déficience sévère des particules HDL plasmatiques et une 

accumulation d'esters de cholestérol dans plusieurs tissus, dont le foie, la muqueuse 

intestinale, les nerfs périphériques, la moelle osseuse, la peau, la cornée et les tissus 

lymphoïdes (ganglions lymphatiques, amygdales, thymus, omentum). Les triglycérides 

sont normaux ou élevés, le cholestérol abaissé et les niveaux d'apoA-I extrêmement 

réduits. Au plan clinique, la maladie est révélée par un très faible niveau de cholestérol-

HDL et d'apoA-I plasmatique parfois accompagnée d'une hypertriglycéridémie légère ou 

modérée; la présence d'amygdales et tissus adénoïdes hyperplasiques de couleur 

jaune-orangée vient confirmer le diagnostique. Parmi d'autres manifestations cliniques 

majeures, une splénomégalie et une neuropathie périphérique récurrente sont 

également observées. Toutefois, malgré la déficience en HDL, le risque de maladie 

coronarienne apparaît faiblement augmenté chez les cas rapportés. Les symptômes de 

la maladie proviennent de dépôts d'esters de cholestérol dans plusieurs tissus 

appartenant surtout au système réticulo-endothélial bien que d'autres cellules dont les 

fibroblastes de la cornée, les mélanocytes, les cellules de Schwann, les neurones et les 

cellules musculaires lisses non vasculaires soient aussi touchées [191,192]. Les 
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particules HDL retrouvées en très faible quantité dans le plasma de ces patients, se 

différencient des HDL de sujets normaux par leur diamètre hétérogène et leur contenu 

en apolipoprotéine [192]. Une sous-classe des HDL ne contient que l'apoA-11 sans 

apoA-I, l'apoA-I étant retrouvée dans les particules de migration électrophorétique pré-

p. L'analyse des protéines HDL par isofocalisation électrique révèle chez les Tangier 

homozygotes une concentration plasmatique relativement augmentée de la proapoA-I 

par rapport à l'apoA-I mature [213-214]. Cette caractéristique biochimique est 

considérée comme l'un des signes pathognomoniques de la maladie. Toutefois, des 

études in vitro ont démontré un taux normal de conversion de la proapoA-I en apoA-I 

mature chez les Tangier éliminant ainsi des défauts de structure du propeptide de 

l'apoA-I ou de l'activité de l'enzyme proapoA-I propeptidase comme cause de la maladie 

[215]. Pour déterminer si cette déficience en HDL provenait d'une synthèse diminuée ou 

d'un catabolisme augmenté des apolipoprotéines-HDL, plusieurs études d'analyse 

cinétique de HDL, d'apoA-I, de proapoA-I et d'apoA-II radiomarquées in vivo ont été 

effectuées chez des sujets avec la maladie de Tangier. Les données de ces études ont 

toutes révélé une augmentation marquée du catabolisme de l'apoA-I, de l'apoA-11 et des 

particules HDL chez les Tangier homozygotes de même que chez les hétérozygotes 

[216]. Ces analyses ont permis d'établir initialement que le défaut métabolique de la 

maladie de Tangier est associé à un catabolisme accéléré des particules HDL et de 

l'apoA-I et non à un défaut de biosynthèse des apolipoprotéines-HDL. Les Tangier 

hétérozygotes présentent des niveaux de cholestérol-HDL, d'apoA-I et d'apoA-II réduits 

à la moitié des niveaux normaux. Cependant, la structure et la composition des HDL ne 

paraissent pas altérées et les sujets ne présentent aucune manifestation clinique [192]. 

Bien que les défauts biochimique et moléculaire de la maladie de Tangier demeurent 

encore inconnus, l'attention portée à l'homéostasie du cholestérol cellulaire chez ces 

sujets a permis de mettre en évidence un défaut du transport intracellulaire du 

cholestérol et de l'efflux du cholestérol cellulaire provoqués par les HDL ou l'apoA-I 

[163-165, 200]. 

1.5.6 Déficience familiale en HDL 

La caractérisation clinique, biochimique et moléculaire d'une forme sévère 

d'hypoalphalipoprotéinémie pure a fait naître une nouvelle classe de désordre des 
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lipoprotéines dont l'étiologie demeure encore inconnue [78,134,201,204]. Les sujets 

affectés présentent de très bas niveaux de cholestérol-HDL plasmatique, inférieurs au 

5e percentile de la population selon l'âge et le sexe, un niveau d'apoA-I de 20 à 50% de 

la normale, une augmentation relative de le proapoA-I plasmatique et l'absence des 

signes cliniques de la maladie de Tangier. Ces patients ne présentent pas de diabète, ni 

d'hypertriglycéridémie sévère et le désordre n'est expliqué par aucune cause connue 

d'hypoalphalipoprotéinémie sévère (défauts génétiques de l'apoA-I, déficience en LCAT 

ou lipoprotéine lipase). L'anomalie est d'expression familiale et apparaît transmise selon 

un mode autosomique dominant ou co-dominant de type mendélien. Dû à l'expression 

particulière de cette forme sévère d'hypoalphalipoprotéinémie familiale de cause 

inconnue, le désordre fut spécifiquement désigné "déficience familiale en HDL" (FHD) 

[201]. Des études métaboliques sur la cinétique in vivo des apolipoprotéines-HDL 

radiomarquées au [D,D,D]-Ieucine ont démontré chez les sujets affectés un 

hypercatabolisme marqué de l'apoA-I et des particules HDL [202] tel que rencontré 

dans plusieurs cas d'hypoalphalipoprotéinémie [130-137]. Bien que quelques cas de 

cette déficience familiale en HDL aient été décrits [78,134,204], l'homéostasie du 

cholestérol cellulaire et les mécanismes de transport et d'efflux du cholestérol cellulaire 

n'ont pas été examinés chez ces sujets. 

1.6 Conclusion 

Les lipoprotéines de haute densité représentent un groupe de petites particules 

lipoprotéiniques de taille hétérogène qui diffèrent par leur composition en lipides et 

protéines. Leurs fonctions chez l'humain sont multiples et bénéfiques assurant entre 

autres une protection contre le développement de l'athérosclérose (par la voie du 

transport de retour du cholestérol, la modulation de l'expression des molécules 

d'adhésion cellulaires et des propriétés antioxydantes), une protection contre les 

infections du trypanosome T. brucei brucei et des chocs endotoxiques et fournissant 

des molécules de cholestérol au foie pour la synthèse d'acides biliaires ainsi qu'aux 

tissus stérdidogéniques non placentaires pour la synthèse d'hormones. Au niveau 

cellulaire, les HDL agissent par des interactions protéines-protéines déclenchant la 

phosphorylation de protéines cellulaires impliquées dans la régulation transcriptionnelle 

de certains gènes. Toutefois, les mécanismes d'action de ces voies sont encore mal 
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connus. Des déficiences en HDL sont souvent associées à des états pathologiques 

chez l'humain mais n'entraînent pas nécessairement une accumulation de cholestérol 

cellulaire dû à un système de régulation hautement efficace du cholestérol cellulaire 

normalement présent dans les cellules [152]. De plus, des mécanismes alternatifs 

d'efflux de cholestérol cellulaire impliquant des particules transportant l'apoE et migrant 

en position y à l'électrophorèse sur gel d'agarose, ont été identifiés récemment et 

pourrait potentiellement suppléer un système déficient des HDL (système d'efflux du 

cholestérol par les particules 7-LpE) [206-208]. Le plus souvent une diminution des 

niveaux de cholestérol-HDL ne représente pas un défaut primaire mais reflète plutôt un 

dérangement du métabolisme des lipoprotéines associé à une constellation de troubles 

métaboliques dont l'obésité abdominale, une résistance à l'insuline et une 

hypersécrétion hépatique de triglycérides et/ou d'apoB. Des déficiences sévères en 

HDL indiquent habituellement des causes génétiques qui peuvent entraîner des 

désordres systémiques considérables telle l'amyloïdose, des neuropathies et la maladie 

coronarienne. Devant l'importante contribution des formes d'hypoalphalipoprotéinémie 

dans les états morbides chez l'humain, des thérapies d'interventions pharmacologiques 

ou géniques visant à augmenter les niveaux de cholestérol-HDL et d'apoA-I devraient 

être envisagées. 



Deuxième partie: contribution originale 

Chapitre 2: Énoncé du projet 

2.1 Introduction 

Un niveau abaissé de cholestérol-HDL (< 0.9 mmol/L, selon les recommandations 

du National Cholesterol Education Program [19]) est retrouvé chez près de la moitié des 

sujets présentant une maladie coronarienne précoce et constitue un facteur de risque 

hautement discriminant entre des sujets normaux et coronariens [42,76]. Dans la plupart 

des cas un bas niveau de cholestérol-HDL reflète une hypersécrétion hépatique d'apoB 

et de triglycérides ou des altérations du métabolisme des particules riches en 

triglycérides, souvent associés à d'autres troubles métaboliques et au développement 

de la maladie coronarienne, et ne représente pas un défaut primaire [55]. 

L'hyperlipoprotéinémie familiale combinée, vraisemblablement attribuable à une 

surproduction et une hypersécrétion hépatique d'apoB [75], est le désordre génétique 

des lipoprotéines le plus fréquemment rencontré dans la maladie coronarienne précoce, 

impliquant dans la plupart des cas un abaissement des niveaux de cholestérol-HDL 

[29,62]. Les causes génétiques de cette forme commune d'hypoalphalipoprotéinémie 

secondaire demeurent actuellement inconnues bien que plusieurs investigations aient 

démontré que la pathogenèse de cette dyslipidémie serait génétiquement hétérogène 

[217]. Une autre forme génétique d'hypoalphalipoprotéinémie, sans autres altérations 

sévères des lipoprotéines, est retrouvée dans la maladie coronarienne précoce. Cette 

forme dite "pure" est peu fréquente et associée à de rares défauts génétiques du 

complexe génique apoA-I—C-III—A-IV, à la maladie Tangier ainsi qu'à d'autres désordres 

inhabituels du métabolisme des HDL provoquant des niveaux extrêmement abaissés de 

cholestérol-HDL [52]. 

2.2 Hyperlipoprotéinémie familiale combinée 

L'hyperlipoprotéinémie familiale combinée a eté décrite en 1973 par Goldstein et 

ses collaborateurs [218] comme une dyslipidémie génétique distincte causant une 

expression variable d'hypercholestérolémie et/ou d'hypertriglycéridémie chez des sujets 
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de même famille. Cette forme génétique d'hyperlipidémie est la plus commune chez les 

survivants d'infarctus du myocarde de moins de 60 ans avec une prévalence estimée à 

environ 10% [56]. En considérant une élévation plasmatique des VLDL ou LDL ou des 

deux à la fois comme trait phénotypique dans les familles affectées, le défaut apparaît 

autosomique dominant avec un haut degré de pénétrance [218,219]. Depuis 

l'établissement du dosage des HDL et des apolipoprotéines, il est généralement admis 

aujourd'hui que l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée est également associée à des 

niveaux abaissés de cholestérol-HDL et des niveaux élevés d'apoB. Le défaut 

métabolique des lipoprotéines entraînerait dans ce désordre une hyperproduction 

hépatique d'apoB conduisant à une augmentation des niveaux plasmatiques de VLDL et 

de LDL [221,222]. Des particules LDL denses et petites y sont également fréquemment 

retrouvées [223,224]. Les données actuelles suggèrent qu'une régulation déficiente du 

métabolisme de l'apoB contribuerait pour une part importante au développement de 

l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée. 

Les causes génétiques du défaut demeurent encore inconnues. Des facteurs 

génétiques influençant les niveaux plasmatiques d'apoB, de cholestérol et de 

triglycérides ont été examinés par l'approche de gènes candidats. Malgré une élévation 

constante des niveaux d'apoB, aucune association n'a pu être établie entre des 

marqueurs du gène de l'apoB et la dyslipidémie [220]. Par ailleurs, une activité diminuée 

de la lipoprotéine lipase impliquée dans le catabolisme des particules riches en 

triglycérides a été retrouvée chez environ 30% des individus affectés, suggérant que 

des mutations hétérozygotes du gène de la lipoprotéine lipase puissent aussi contribuer 

au phénotype lipidique [225-227]. Ces mutations ne seraient toutefois impliquées que 

dans une fraction limitée des cas d'hyperlipoprotéinémie familiale combinée et ne 

constitueraient pas une cause majeure [228]. D'autres investigations génétiques ont 

porté sur le complexe génique apoA-1—C-111—A-1V localisé sur le chromosome 11q23-24. 

Hayden et ses collaborateurs [229] ont observé dans des familles une association entre 

le fragment de restriction polymorphique (RFLP) Xmnl sur ce locus et la présence du 

phénotype dyslipidémique. Cette association était également rapportée par 

VVojciechowski et ses collaborateurs [69] qui démontraient un linkage déséquilibré entre 

la présence de la dyslipidémie et l'allèle portant le RFLP Xmnl au locus apoA-1—C-III—A-

IV. Ces données n'ont cependant pu être confirmées dans une autre étude [234]. 

Plusieurs associations entre des polymorphismes du complexe génique apoA-I—C-111— 
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A-IV et des paramètres du métabolisme des lipides ont été rapportées chez des patients 

et dans la population générale [229-233]. Dans une étude de 18 familles avec 

hyperlipoprotéinémie familiale combinée bien caractérisée, trois enzymes de restriction 

polymorphiques (Xmnl, Mspl et Sstl) ont été examinées au locus apoA-I—C-III—A-IV 

[235]. Les données de cette étude suggèrent fortement un effet spécifique du complexe 

génique apoA-I—C-III—A-IV sur les niveaux plasmatiques de triglycérides et de 

cholestérol-LDL bien que ce locus ne semblerait pas être la cause primaire. Dans une 

analyse plus sophistiquée des haplotypes, une combinaison particulière des haplotypes 

Xnnnl, Mspl et Sstl a révélé une association significative entre le complexe génique 

apoA-I—C-III—A-IV et le phénotype de l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée chez 

ces 18 familles [236]. Ces données suggèrent une contribution réelle du locus apoA-I—

C-III—A-IV à l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée mais cette contribution serait 

génétiquement complexe. Aucune donnée actuelle ne propose un endroit précis sur le 

locus où pourrait résider le défaut. Une mutation seule du gène de l'apoA-I serait 

improbable puisque plusieurs de ces mutations ont été associées à des diminutions 

isolées des niveaux de cholestérol-HDL. Bien que le défaut puisse résider sur le gène 

de l'apoC-III ou le gène de l'apoA-IV, les fonctions de ces apolipoprotéines demeurent 

encore peu connues. 

2.3 Hypoalphalipoprotéinémie familiale sévère 

Des études familiales suggèrent une large composante génétique dans la 

détermination des niveaux plasmatiques de cholestérol-HDL [181]. Les variantes 

génétiques associées à une diminution des niveaux plasmatiques de cholestérol-HDL, 

de cause moléculaire connue ou inconnue, ont été regroupées sous le terme 

d'hypoalphalipoprotéinémie familiale. Parmi les cas sévères d'hypoalphalipoprotéinémie 

familiale, plusieurs défauts structurels du gène de l'apoA-I affectant le métabolisme des 

HDL ont été identifiés [83,123,181-188,195,237]. Alors que certaines de ces mutations 

entraînent des diminutions drastiques ou une quasi-absence de particules HDL dans le 

plasma [237], bon nombre des variants d'apoA-I identifiés n'altèrent pas les niveaux de 

lipides et d'apolipoprotéines ou le risque cardio-vasculaire. Un abaissement des niveaux 

de cholestérol-HDL dû à des défauts génétiques de l'apoA-I résulte de la réduction ou 

de l'absence de production d'apoA-I et/ou d'une augmentation de la clairance 
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plasmatique de la protéine. D'autres défauts génétiques affectant les enzymes de 

transfert des lipides impliquées dans le métabolisme des HDL (LCAT, CETP) sont aussi 

reconnus pour leur effet déterminant sur les niveaux plasmatiques de cholestérol-HDL 
(84,85,189,190). 

L'absence familiale de cholestérol-HDL demeure un désordre métabolique rare où 

environ 10 cas ont été caractérisés au niveau moléculaire et impliquent des défauts 

majeurs du gène de l'apoA-I [238]. La majorité des cas familiaux de réduction sévère ou 

absence complète de HDL a été attribuée à une déficience en apoA-I, une déficience en 

LCAT, à la maladie fish eye, à une déficience en lipoprotéine lipase ou une déficience 

en apoC-II; les défauts moléculaires de ces désordres sont aujourd'hui identifiés 

[181,195,238,240]. Le reste des cas appartient à des défauts de cause moléculaire 

inconnue dont les caractéristiques cliniques et métaboliques ne sont pas retrouvées 

dans d'autres désordres. Ces défauts incluent la maladie de Tangier [191,92,216] et les 

cas de déficience ou absence familiale en HDL [78,134,204] d'origine inconnue. 

La maladie de Tangier a été décrite pour la première fois chez deux familles de l'île 

de Tangier [203]. Elle est caractérisée par une réduction sévère des niveaux 

plasmatique de cholestérol-HDL sans altération des protéines HDL. La structure de la 

protéine et la séquence du gène de l'apoA-I sont normales malgré une diminution ou 

une absence des niveaux de cholestérol-HDL et une forte réduction de l'apoA-I. Bien 

que certains cas de déficience en apoA-I parallèle à une xanthomatose soient associés 

à une athérosclérose prématurée [82,240], la maladie de Tangier n'apparaît pas 

associée invariablement à la maladie coronarienne pécore. Typiquement, les sujets 

homozygotes présentent une accumulation d'esters de cholestérol à divers endroits de 

l'organisme, principalement dans les tissus réticulo-endothéliaux, entraînant des signes 

cliniques caractéristiques de la maladie dont une hyperplasie des amygdales, une 

splénomégalie et une neuropathie périphérique. Alors que le phénotype clinique 

apparaît transmis selon le mode autosomique récessif, le phénotype biochimique 

apparaît transmis selon le mode autosomique co-dominant [80]. Plusieurs études ont 

examiné le métabolisme du cholestérol cellulaire dans les macrophages et les 

fibroblastes en cultures provenant de sujets affectés de la maladie de Tangier. Les 

analyses initiales ont démontré que les HDL sont normalement internalisées dans les 

macrophages de Tangier mais dégradées au niveau du lysosome plutôt que 

normalement enrichies en lipides et cholestérol cellulaire puis resécrétées de la cellule, 
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selon le processus normal de rétroendocytose des HDL notamment impliqué dans les 

cellules de macrophages [241,242]. L'emmagasinage massif des esters de cholestérol 

retrouvé dans les macrophages des sujets de Tangier suggère un dérangement de 

l'homéostasie du cholestérol cellulaire dû à une altération disproportionnée des 

mécanismes d'influx et d'efflux du cholestérol. Ces premières constatations ont conduit 

à la conclusion d'un désordre du transport intracellulaire associé à la maladie de 
Tangier [243]. 

D'autres cas d'hypoalphalipoprotéinémie sévère d'origine inconnue ont été 

rapportés par Cheung [204], Rader [134] et Emmerich [131]. Chez les propositus 

présentés, les signes cliniques de la maladie de Tangier étaient absents ou 

partiellement présents. Malgré des pedigrees peu développés, deux de ces études 

[131,134] démontrent une base familiale du défaut dont l'une [131] suggère un mode de 

transmission co-dominant. Dans une étude [204], la caractérisation des particules HDL 

plasmatiques démontrait une majorité de particules de taille réduite (diamètre de Stokes 

< 8.2 nm) et la présence inhabituelle d'une population de particules ne renfermant que 

l'apoA-II. Selon les auteurs, malgré l'altération physico-chimique des particules, les HDL 

conservaient une fonction normale et efficace à provoquer l'efflux du cholestérol 

cellulaire d'après une mesure indirecte évaluant l'habilité des HDL à réprimer 

l'estérification du cholestérol cellulaire dans des fibroblastes chargés en cholestérol et 

provenant de sujets normaux. Les auteurs suggèrent un catabolisme accéléré des 

particules HDL comme cause métabolique de cette déficience en HDL. Dans les deux 

autres études [131,134], un hypercatabolisme des particules HDL et/ou de l'apoA-I était 

directement démontré chez les propositus. Toutefois, toutes ces études n'ont pu mettre 

en évidence une relation entre la présence de maladie coronarienne précoce et la 

déficience en HDL chez les sujets affectés. 

2.4 Objectifs de l'étude 

Les études présentées dans cette thèse portent sur l'investigation des causes de 

l'expression d'une hypoalphalipoprotéinémie familiale. Deux manifestations du désordre 

seront étudiées: l'une commune et secondaire aux désordres lipidiques retrouvés dans 

l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée; l'autre, rare, sévère et constituant une forme 

primaire sans autres altérations des lipoprotéines. Les deux formes 
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d'hypoalphalipoprotéinémie familiale seront investiguées selon une approche descriptive 

et exploratoire: par une caractérisation clinique, biochimique et moléculaire approfondie 

des défauts, puis, dans un cas, par l'exploration des mécanismes physiologiques 

cellulaires du cholestérol impliqués dans la voie métabolique des HDL. L'investigation 

de désordres du métabolisme des HDL, exprimés dans ces cas 

d'hypoalphalipoprotéinémie, visent essentiellement à mieux comprendre les 

mécanismes physiologiques de cette voie métabolique des lipides non entièrement 

élucidée ainsi que ses dérangements pouvant conduire au développement de la 

maladie coronarienne. 

2.4.1 Hyperlipoprotéinémie familiale combinée 

L'hyperlipoprotéinémie familiale combinée exprime la forme d'hypoalphalipopro-

téinémie familiale la plus commune chez des sujets présentant une maladie 

coronarienne précoce. Ce désordre génétique des lipoprotéines est associé à une 

élévation plasmatique variable du cholestérol-LDL et des triglycérides, une élévation de 

l'apoB et un bas niveau de cholestérol-HDL. Pour explorer les causes moléculaires de 

cette anomalie lipidique affectant les HDL, des polymorphismes du gène de l'apoA-I et 

des anomalies fonctionnelles du gène de la lipoprotéine lipase seront examinés chez 

des sujets de souche génétique canadienne française présentant un désordre familial 

des lipoprotéines compatible à une hyperlipoprotéinémie familiale combinée. L'objectif 

de cette étude sera vérifier dans ces familles la présence d'une association entre le 

phénotype dyslipidémique et les fragments de restrictions polymorphiques Xmnl et Sstl 

du complexe génique apoA-1—C-III—A-IV ainsi que trois mutations communes du gène 

de la lipoprotéine lipase (LPLay188GI„, LPLPro207Leu, LPI—Asp250Asn), responsable de la presque 

totalité des cas déficience en lipoprotéine lipase dans la population canadienne 

française. Les données de cette étude permettront d'examiner dans cette population la 

contribution potentielle du gène de l'apoA-I et de la lipoprotéine lipase à l'expression de 

l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée. 
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2.4.2 Déficience familiale sévère en HDL 

Dans une deuxième étude, trois familles de souche canadienne française, où 

quatre sujets présentent une déficience sévère en HDL, seront l'objet d'une 

investigation approfondie pour explorer les causes métaboliques et génétiques de cette 

anomalie. Le but de cette étude sera de vérifier la présence d'une cause connue de 

déficience sévère en HDL chez ces sujets par la caractérisation clinique, biochimique et 

moléculaire du défaut. Chez chacun des propositus, il sera examiné la présence de 

mutations sur le complexe génique apoA-I—C-III—A-IV et sur le gène de la lipoprotéine 

lipase, des altérations du gène de l'apoA-I, une déficience de l'enzyme LCAT, des 

anomalies physico-chimiques des particules et protéines HDL et les manifestations 

cliniques de la maladie de Tangier. Si aucune de ces anomalies n'est décelée, la cause 

de cette hypoalphalipoprotéinémie familiale sévère sera alors considérée primaire et le 

défaut fera l'objet d'investigations additionnelles au niveau cellulaire. Le terme 

"déficience familiale sévère en HDL" fut suggéré ici pour identifier une forme sévère 

d'hypoalphalipoprotéinémie familiale dont le défaut est primaire et d'origine métabolique 

et génétique inconnue. 

Une troisième étude portera principalement sur l'examen des fonctions cellulaires 

de transport et d'efflux du cholestérol dans les fibroblastes en culture provenant des 

sujets avec une déficience familiale sévère en HDL tel qu'identifiés dans l'étude 

précédente. Ces données seront comparées à celles obtenues des cellules provenant 

de sujets normaux. L'objectif de cette analyse sera de vérifier chez les sujets avec une 

déficience familiale sévère en HDL une anomalie de l'homéostasie du cholestérol 

cellulaire tel que décrit dans la maladie de Tangier. Afin de vérifier d'autres anomalies 

cellulaires, il sera également examiné la liaison des HDL aux cellules de même que la 

protéine HDL-binding protein au niveau génique ainsi qu'au niveau de sa régulation et 

son expression cellulaire. Cette étude sera complétée par une analyse de la 

composition lipidique et protéinique des lipoprotéines plasmatiques ainsi qu'une 

caractérisation biochimique des particules HDL retrouvées dans cette forme particulière 

d'hypoalphalipoprotéinémie familiale. 
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Abstract 

Familial combined hyperlipoproteinemia (FCH) is a common familial lipoprotein 

disorder characterized by elevated plasma cholesterol and triglyceride levels with 

segregation in first-degree relatives. Most affected subjects with FCH have elevated 

plasma levels of apolipoprotein (apo) B. The disorder results from over-secretion of 

hepatic apoB-containing lipoprotein particles. The genetic defect(s) are unknown. 

Previous work has suggested that genetic polymorphisms of the apo Al gene and 

functional abnormalities of the lipoprotein lipase (LPL) gene are associated with FCH. 

We investigated the Xmnl and Sstl restriction fragment length polymorphisms (RFLP) of 

the apo Al gene in FCH subjects of French Canadian descent. We also investigated 

commonly encountered functional mutations of the lipoprotein lipase (LPL) gene 

(LPLGly188Glu, LPLPro207Leu and LPLAsp250Asn) in French Canadians, that account 

for approximately 97% of cases of LPL deficiency in the province of Québec, Canada. 

We identified and characterized 54 FCH probands in lipid clinics and examined at least 

one first-degree relative. There were 37 men and 17 women (mean age 48±9 and 58±8 

years, respectively). None of the probands had diabetes mellitus; mean plasma glucose 

was 5.5 mmol/L. High blood pressure was diagnosed in 32% of men and 29% of 

women. The body mass index (weight(kg)/height(m2)) was elevated in probands (27±4 

for men and 26±4 for women). Mean plasma levels of cholesterol (C) was 7.6±1.5 

mmol/L, triglycerides 3.5±1.6 mmol/L, LDL-C 4.9±1.2 mmol/L, HDL-C 1.0±0.3 mmol/L 

and apo B 1.83±0.67 g/L in the probands. Allele frequency of the rare alleles of the 

Xmnl and Sstl RFLP were not significantly different from a healthy reference group. ln 

several families studied, the Xmnl and Sstl RFLP did not unequivocally segregate with 

the FCH phenotype. There was no significant effect of the presence or absence of the 

Xmnl or Sstl RFLP's on plasma lipids, lipoprotein cholesterol or apoB levels. Only one 

FCH proband was found to have a mutation of the LPL gene (Gly188G1u), and this did 

not segregate with the FCH phenotype in the family. We conclude that in our highly 

selected group of FCH subjects of French Canadian descent, the Xmnl and Sstl RFLP's 

of the apo Al gene and common functional mutations of the LPL gene are not 

associated with FCH. 
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Introduction 

Familial combined hyperlipoproteinemia (FCH) is a syndrome defined initially by 

elevations in total-cholesterol and triglycerides and by lipoprotein electrophoresis profile 

[1-3]. VVith improvement in laboratory methods, it is generally accepted that FCH is 

characterized by elevations in the number of apo B-containing particles, resulting in 

lipoprotein phenotypes Ila (elevated LDL-C), Ilb (elevated LDL-C and triglycerides), IV 

(elevated triglycerides), or even normal, depending on which lipoprotein-cholesterol 

fraction is increased [4-10]. LDL particle size is usually decreased and HDL-cholesterol 

usually reduced in FCH H], an elevated level of plasma apo B is a common 

denominator in affected individuals. Hyperapobetalipoproteinemia (HB), described over 

15 years ago [12] shares many biochemical characteristics with FCH and the two can be 

considered part of the same syndrome. FCH is the most common familial lipoprotein 

abnormality in subjects with premature CAD [1,13]. Understanding the molecular 

genetics of FCH may yield considerable insight in the fields of cardiovascular genetics 

and lipoprotein metabolism. 

Previous reports have investigated a possible association between apo Al-CIII-AIV 

gene complex and FCH/HB [14]; the rare allele of the Xmnl RFLP 5 to the apo Al gene 

was seen more frequently in FCH subjects than controls [15]. Our previous work on the 

apo Al-CIII-AIV gene complex [16] or the apo B gene [17] did not suggest an association 

between RFLP's at these loci and alteration in apo B levels, nor did we find an 

association with the presence of familial lipoprotein abnormalities. 

ln the province of Québec, mutations within the LPL gene leading to an abnormally 

functioning protein are common [18]. Several point mutations involving exons 5 and 6 

have been described in the French Canadian population with LPLGly188Glu, 

LPLPro207Leu and LPLAsp250Asn [19-21] accounting for the majority (97%) of LPL 

deficient subjects [19]. The heterozygous state for LPL deficiency is seen frequently. 

Based on the measurement of post-heparin lipoprotein lipase activity, Babirak et al. [22] 

postulated that the heterozygous state for LPL deficiency could account for nearly one 

third of FCH cases. Subjects known to have a mutation on one allele for the LPL gene 

often have elevated plasma LDL apo B/cholesterol ratios [18]. One large kindred with 

obligatory heterozygote subjects for the LPL188 mutation revealed an association 

between type IV hyperlipoproteinemia and the presence of the mutation in affected 
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individuals [23,24]. 	It is uncertain, however whether the heterozygous state for 

functional mutations of the LPL gene is one of the genetic defect in FCH. 

ln an attempt to better characterize the nnetabolic and genetic disorders in subjects 

with premature CAD [25], we examined a group of well characterized subjects with FCH. 

Our purpose was to examine the association between the presence of the Xmnl and 

Sstl RFLP's of the apo Al gene, the presence of known mutations of the LPL gene and 

the FCH phenotype in subjects of French Canadian descent. 

Methods 

Subject selection. Subjects for this study were selected from the lipid clinics of the 

Clinical Research Institute of Montréal (CRIM) and from the Montréal Heart Institute 

(MHI). Patients at either institutions are screened for the presence of lipoprotein 

abnormalities and standardized assays for cholesterol are available at both. 

Lipoprotein-cholesterol and the measurement of apolipoprotein B are part of the clinical 

evaluation at each institution. ln all subjects, at least one first-degree relative was 

identified as having a lipoprotein abnormality characteristic of FCH. Careful clinical 

examination by experienced physicians ruled out the presence of familial 

hypercholesterolemia (FH) or type Ill dysbetalipoproteinemia. In several subjects (n=19), 

a more complete family examination was performed with all available first- and second-

degree relatives. The protocol for the study was reviewed and accepted by the Ethics 

Committees of both institutions. 

The FCH phenotype was characterized as an elevation of LDL-C or triglycerides 

>90th percentile for age- and gender-matched subjects [13], or an apo B level >1.50 g/L. 

ln addition, one first-degree relative had to have a similar lipoprotein abnormality. 

Secondary causes of dyslipoproteinemia were cause of exclusion. Specifically, no 

subject had diabetes mellitus, hypothyroidism (as assessed by elevated thyroid 

stimulating hormone), were obese with a BMI >35 or any medical condition known to 

alter lipoprotein levels. Familial hypercholesterolemia and type Ill dysbetalipoproteine-

mia were excluded on clinical grounds and, when appropriate, by the molecular analysis 

of the LDL receptor gene for common mutations causing FH in French Canadians [26] 

and by apo E phenotyping. LDL-Receptor mutations frequently seen in subjects of 
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French Canadian descent [26] were determined in subjects with elevated LDL-

cholesterol (>95th percentile). 

Clinicat Variables. Data was obtained on cigarette smoking, defined as a history of 

cigarette smoking; the presence of hypertension, defined as a history of hypertension, 

drug treatment specifically prescribed for the treatment of hypertension by a physician or 

the presence of arterial blood pressure >150/90 mmHg; diabetes is defined as a 

physician diagnosis of diabetes or treatment with oral hypoglycemic drugs or insulin, and 

a family history of premature CAD, as defined in the NCEP II [27]. The use of 

medications was recorded; all patients on lipid-lowering medications were asked to stop 

their medication for two months prior to blood sampling (no patient was taking the drug 

probucol). The family history was determined on all patients, including age of death of 

first and second degree relatives or onset of symptoms, presence of vascular disease, 

hypertension or diabetes and cause of death of all relatives for three generations. Height 

and weight were recorded on all patients and body mass index calculated (BMI: weight 

(kg)/height2  (m)). Blood pressure was recorded with the patient in the sitting position for 

at least five minutes. 

Comparison group. Allele frequencies of apo Al RFLP's were assessed in a population 

selected for health from a major utility company in Montréal, Canada. This population 

has previously been described [28] and allele frequencies for several apolipoprotein 

genes have been published [29]. We used this group to examine differences in allele 

frequencies between a group of normal subjects and our patients with FCH. Since LPL 

mutations 188, 207 and 250 are known to impart abnormal function in lipoprotein lipase, 

we sought to ascertain through family studies whether mutations at the catalytic site of 

LPL segregated with the FCH phenotype. 

Plasma lipids, lipoprotein-cholesterol and apolipoprotein B measurements. Blood was 

drawn in ethylenediethylaminetetraacetic acid- (EDTA) containing tubes as an 

anticoagulant (final concentration 1.2 mg/mL) for determination of biochemical variables. 

All patients were fasting. Plasma was separated by centrifugation (20 min, 40C, 2000 x 

g), multiple one nnL aliquots (n=5) were stored at -80°C for future studies. Total 

cholesterol and triglyceride levels were measured as previously described [25] using the 

Cobas Mira-S analyzer (Hoffman LaRoche Diagnostics, Basel, Switzerland). 

Lipoprotein-cholesterol was determined after ultracentrifugation of plasma at density 
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d=1.006 g/mL. HDL-cholesterol was determined after precipitation of apolipoprotein B-

containing lipoproteins [25]; LDL-cholesterol was determined as infranatant cholesterol - 

HDL-cholesterol. The laboratory participates and meets the requirements of the Centers 

for Disease Control cholesterol standardization program. Apo B levels were determined 

by nephelometry on a laser nephelometer (BN-100 Behring) as described [30]. 

Al-CIII-AIV Xmni and Sstl RFLP analysis. Southern blot hybridization was carried out on 

all probands after digestion of genomic DNA with the enzymes Xmnl (New England 

BioLabs, Ma) or Sstl (BRL, Bethesda, MD) and the apo Al cDNA used as a probe. 

Radiolabeling with 32P dCTP was carried out with the random primer technique 

(Pharmacia). ln many cases, the presence of the Xmnl and Sstl RFLP's was also 

assessed by the polymerase chain reaction (PCR) as previously reported [31]. There 

was complete agreement between Southern blotting analysis and the results obtained 

by PCR-based diagnosis. Allele frequencies of the Xmnl and Sstl RFLP's in a healthy 

French Canadian population of men and women have already been determined [29]. VVe 

considered this group of subjects to be representative of a healthy segment of the 

population. ln addition, these reference subjects were sampled from the same 

geographical region as our FCH patients. 

LPL mutations. Exon 5 of the LPL gene was amplified using the polymerase chain 

reaction (PCR), using the following primers LPL-14 5'-TGTTCCTGCTTTTTTCCCTT -3' 

(forward) and 5'- TAATTCGCTTCTAAATAATA -3 (reverse) [20]. VVe used 30 cycles of 

PCR with a deannealing temperature of 94°C for 1 min, annealing temperature of 55°C 

for 1 min and a prolongation temperature of 72°C for 2 min. VVe used the Taq 

polymerase from Bethesda Research Laboratories (BLR) laboratories, with 2 prnol 

MgCl2. For the determination of mutation LPL188, the amplified fragments of exon 5 of 

the LPL gene are precipitated and resuspended in tris-EDTA buffer and cut with the 

restriction enzyme Avall [20]. The fragments are resolved on an 1.5% agarose gel and 

visualized under ultraviolet light after staining with ethidium bromide. The presence of 

the LPL-188 mutation deletes an Avall site within exon 5. For mutation LPL-207, the 

amplified fragment is cleaved with the enzyme Bs11 which cleaves the wild type but not 

the mutant allele. Finally, mutation LPL-250 on exon 6 of the LPL gene was assessed 

by PCR as previously described [32]. The primers used for exon 6 are 5'-GCC-GAG-

ATA-CAA-TCT-TTG-GTA-3'(forward) and 5'-CTG-CTT-CTT-TTG-GCT-CTG-ACT-GTA- 
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3 (reverse). Mutation LPL-250 was detected after digestion with the restriction enzyme 

Taql. 

Statistical analysis. The data were stored on a personal computer and the analysis was 

performed using commercially available software (Sigma-Stat, Jandel Scientific, San 

Rafael, CA). Differences for continuous variables were determined by t-test or by Mann-

Whitney analysis (in the case of non-parametric data). Differences in discrete variables 

were determined by chi-square analysis. VVe conSidered a level of p<0.05 to be 

significant. 

Results 

Subjects characteristics. We identified 54 subjects of French Canadian descent who 

were identified as having FCH based on the proband's lipoprotein profile and at least 

one-first degree relative. There were 37 men, with a mean age of 48±9 years and 17 

women, with a mean age of 58±8 years. The age difference between genders was 

statistically significantly different and likely reflects differences in physician's referral to 

the lipid clinics or different age of expression of FCH in women. Of the 37 men, 12 

(34%) had documented coronary artery disease and 5 of 17 women (29%) also had 

CAD. Table I shows the clinical features of the study subjects, separated by gender. 

There was a strong history of cigarette smoking especially among the men, although 

this includes past history of cigarette smoking as well. Hypertension was seen 

frequently, 12 (34%) of the men and 5 (17%) of the women had a history of high blood 

pressure. Although none of the patients were diagnosed as having, or being treated, for 

diabetes mellitus (an exclusion criterion for entry into the study), two men were told they 

had "borderline" diabetes but had a normal fasting glucose level at the time of sampling. 

Oral glucose tolerance tests were not performed. A family history of coronary artery 

disease was frequently encountered both in men (86%) and in women (75%). The BMI 

was slightly higher in men (27±4) than in women (26±4), p=ns. The mean fasting plasma 

glucose was similar in men and in women (Table l). This elevated prevalence of 

cardiovascular risk factors reflects not only a population of patients targeted for being at 

high risk of cardiovascular disorders but also the commonly observed clustering of 

cardiovascular risk factors in high risk individuals. 
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Table I. Clinical characteristics of FCH probands 
Age 	Smoking 	HBP 	Diabetes 	Fam Hx 

FCH 	n (years) (History) (Presence) (Presence) (Presence) BMI Glucose  

yr 	% 	% 	 % 	% kg/m2  mmol/L 

Men 37 48±9 90% 	32% 	0 	86% 27±4 5.5±0.4 

	

Women 17 58±8 53% 29% 	0 	75% 26±4 5.4±0.8 

HBP: high blood pressure; Fam Hx: family history of coronary artery disease; BMI: body mass index. 

Plasma lipids. Plasma lipid and lipoprotein-cholesterol levels are shown in Table II. The 

apo E phenotype was obtained in 42/54 subjects (78%). None of the subjects examined 

was homozygous for the apo E2/2 phenotype and no study subject had a diagnosis of 

type III dysbetalipoproteinemia. Mean levels of plasma-cholesterol was 7.3±0.9 mmol/L 

in men and 8.1±1.3 mmol/L in women; mean triglyceride levels were 3.3±1.7 mmol/L for 

men and 3.8±1.2 mmol/L for women. Mean levels of LDL-cholesterol were 4.8±1.0 

mmol/L and 5.3±0.9 mmol/L while mean HDL-cholesterol levels were 0.9±0.2 mmol/L 

and 1.1±0.2 mmol/L men and women, respectively. For comparison purposes, mean 

levels of cholesterol, triglycerides, LDL-cholesterol and HDL-cholesterol from the Lipid 

Research Clinics data [33] for men aged 48 and women aged 58 are shown in Table II. 

Mean levels of apolipoprotein B was determined. ln men, the mean apo B level was 

1.89±0.37 g/L and 1.71±0.91 g/L in women. Mean level of apo B in a random Quebec 

population sample of men (n=152) aged 47±8 years was 1.28±0.28 g/L and for women 

(n=61), 1.19±0.29 g/L (Davignon J, Lussier-Cacan S, unpublished observations). A 

statistical level of comparison for biochemical variables between genders is not given as 

such a value has little meaning in the present context. 

Table II. Mean lipid, lipoprotein-cholesterol, triglyceride levels and apo B levels in men 
and women with FCH 

Cholesterol Triglycerides LDL-C HDL-C ApoB 
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (g/L) 

FCH Men (n=34) 7.3±0.9 3.3±1.7 4.8±1.0 0.9±0.2 1.89±0.37 

LRC Men (45-49 years)a 5.43 1.34 3.65 1.16 

FCH VVomen (n=17) 8.1±1.3 3.8±1.2 5.3±1.5 1.1±0.2 1.71±0.91 

LRCtWomen (55-59 years)a 5.92 1.25 3.75 1.55 

FCH Combined (n=54) 7.6±1.5 3.5±1.6 4.9±1.2 1.0±0.3 1.83±0.67 

allormal group from the Lipid Research Clinics data [33]. 
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Apo Al Xmnl RFLP. The prevalence of the apo Al Xmnl RFLP is shown in Table 111. Data 

analysis were performed separately for men and women, and then combined. Absence 

of the cutting site was seen in 25/37 (68%) of men and 1 1/1 7 (65%) of women; overall, 

therefore, 36/54 (67%) of patients with FCH were heterozygous for absence of the Xmnl 

cutting site. Based on the study of Kessling et al. summarized in Table 111 [29], the 

prevalence of the absence of the Xmnl RFLP was 79% (163/206) for control men and 

74% (82/111) for control women (difference non-significant by chi-square analysis). 

Table III. Apo Al Xmnl and Sstl RFLP in reference and FCH subjects 

RFLPa 
Men Women 

Control FCH pb Control FCH pb 

Xmnl 00 79% (163/206) 68% (25/37) 0.297 74% (82/111) 65% (11/17) 0.559 
Xmnl 01 19% (40/206) 30%(11/37) 24% (27/111) 35% (6/17) 
Xmnl 11 2% (3/206) 3% (1/37) 2% (2/111) 0% (0/17) 

Sstl 00 82% (177/215) 75% (27/36)C 0.433 88% (99/112) 71% (12/17) 0.088 
Sstl 01 14% (30/215) 22% (8/36)C 11% (12/112) 24% (4/17) 
Sstl 11 4% (8/215) 3% (1/36)C 1% (1/112) 6% (1/17) 
a  "0" refers to the absence of the cutting site and "1" to its presence on each allele. 
b  p value indicated for allele frequencies in a 2 x 3 contigency table. 

the Sstl RFLP on one FCH proband was not determined. 

Family studies of two probands are shown in Figures 1A and 1B. As can be seen 

from FCH kindred 21513 (Figure 1A), all first-degree relative of the probands are 

considered affected (shaded symbols). The offspring of subject 112 are not affected 

despite sharing at least one Xmnl allele. Subjects 111a7 and 111a9 are more informative; 

the former is affected and does not have the Xmnl allele of maternal origin whereas 

subject 111a9 has one Xmnl allele but is unaffected. Ssubjects 111b8 and 111 4 are 

considered affected and do not have the Xmnl RFLP. Similarly, the first- degree 

relatives in kindred FCH 5695 are affected but no clear association of the Xmnl allele 

and the FCH phenotype can be unequivocally shown. For instance, subjects FCH 5695 

113, 116, 117 and 1110 are considered affected but do not bear the Xmnl RFLP. Conversely, 

subject 1112 is considered unaffected but has the Xmnl RFLP. Thus, we were unable to 

show that the FCH phenotype is associated with the Xmnl RFLP (Figure 1B). 

Apo Al-C111 Sstl RFLP. The prevalence of the apo Al Sstl RFLP is shown in Table 111. ln 

the control group, data on 327 subjects (215 men and 112 women) are available. The 

frequency of the common Sstl RFLP allele (absence of the cutting site) in control men 
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FCH 5695 
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Fig. 1 B. Family tree of kindred FCH 5695. 
Men are indicated by a square and women by a circle. Proband is shown by a thick 
arrow. Deceased subjects are marked with a diagonal line. Shaded symbols represent 
the subjects who are considered affected. Total cholesterol, triglyceride, HDL-
cholesterol, LDL-cholesterol levels (in mmol/L), apo B values (in g/L) and Xnnnl RFLP (0, 
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was 89.3% and 93.8% in control women (p=ns). Overall, the combined (men and 

women) prevalence of the frequent allele in control men and women was 90.8% and 

9.2% for the rare allele. ln the FCH group, the frequency of the frequent allele (absence 

of the cutting site) was 84.9%, and of the rare allele, 15.1%. This difference in allele 

frequencies was not significantly different. 
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Effects of the Xmnl and Sstl RFLP on plasma levels of lipids, lipoprotein-cholesterol and 

apolipoprotein B. We examined the effects of the presence or absence of the Xmnl and 

Sstl RFLP's on plasma levels of total-cholesterol, triglycerides, LDL-cholesterol and 

HDL-cholesterol as well as apo B in the probands; the data are shown in Table IV. ln the 

study by Kessling et al [29], the Xmnl or Sstl RFLP's did not have a significant effect on 

plasma-cholesterol, triglycerides or lipoprotein-cholesterol levels. ln the FCH subjects, 

the analysis was carried out on men and women combined. The presence of either the 

Xmnl or Sstl RFLP did not alter plasma levels of total cholesterol, triglycerides, LDL 

cholesterol, HDL cholesterol or apo B levels. The sample size is small, however and this 

study cannot determine with certainty that these RFLP's in this selected, hyperlipidemic 

sample do not have a significant effect on lipid parameters. 

Table IV. Effect of the Xmnl and Sstl RFLP's on plasma lipids and lipoprotein 
cholesterol in FCH subjects 
RFLP Cholesterol Triglycerides LDL-C HDL-C Apo B 

(mon) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mg/dL) 

Xmnl 00 (n=36) 7.52±1.09 3.44±1.47 4.87±1.06 0.97±0.21 190±30 
Xmnl 01 (n=17) 7.65±1.3 3.69±1.83 4.96±0.90 0.95±0.21 217±48 
Xmnl 11 (n=1) 7.30 1.53 5.49 1.14 180 

Sstl 00 (n=39) 7.52±1.09 3.52±1.76 4.85±0.91 0.98±0.23 201±41 
Sstl 01 (n=12) 7.66±1.30 3.38±1.07 5.07±1.22 0.91±0.14 190±25 
Sstl 11 (n=2) 6.69 2.99 4.28 0.87 180 

Lipoprotein lipase mutations. We assessed mutations LPL188, 207 and 250 which are 

seen in the homozygous state in 97% of subjects with LPL deficiencies in the Province 

of Québec, Canada. This high prevalence of single mutations indicates a fqunder effect, 

which is frequently seen in populations with inbreeding. We determined the presence of 

mutations LPL 188, LPL 207 and LPL 250 by PCR-based diagnosis in all probands. All 

the analyses were performed in the Vancouver (Canada) laboratory. ln all but one 

proband with FCH, none of the aforementioned functional mutations of the LPL gene 

were found. Only one patient was found to carry a mutation of the LPL gene 

(LPLGly188Glu). This patient was previously reported in our initial study of 31 FCH 

patients (all of whom are included in the present study) [34]. Careful family study failed 

to show unequivocally that the FCH phenotype was associated with the presence of the 

LPL 188 mutation. We did not assess the presence of other known mutations of the LPL 
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gene than the three mentioned above. Our previous experience has revealed that other 

mutations of the LPL gene (even those not affecting the catalytic site) are not associated 

with FCH in our subjects [34]. ln addition, the three mutations LPL 188, LPL 207 and 

LPL 250 account for -97% of mutations in LPL deficient subjects of French Canadian 

descent. 

Discussion 

Familial combined hyperlipidemia is the most frequent familial lipoprotein disorder 

seen in subjects with premature CAD [1,13]. Despite a decade of research in genetic 

markers for FCH using the candidate gene approach, no consistent genetic nnarker has 

been identified. We took advantage of a well defined population of French Canadians 

where there is an enrichment of genetic lipoprotein disorders with a founder effect to 

examine genes that have previously been associated with the FCH phenotype in other 

populations. ln the present study, we examined two candidate genes that have been 

associated or postulated to be associated with FCH in other populations. We have failed 

to find an association between the Xmnl and Sstl RFLP's of the apo Al gene and FCH. 

Although the study by Wojciechowski et al. [14] strongly suggested that the apo Al gene 

(or one in close linkage disequilibrium) may be associated with FCH, there is data 

obtained from population studies that cast doubt on the physiological effect of the Xmnl 

RFLP on lipoprotein metabolism. First, there is little evidence in normal populations that 

the Xmnl RFLP is associated with alterations in plasma lipoprotein cholesterol levels 

[29]. Second, the Xmnl RFLP is not seen with increasing frequency in our FCH subjects 

compared with healthy controls and third, the Xmnl RFLP does not segregate with the 

FCH phenotype in the present study. 

The Sstl RFLP has been associated with altered triglycerides levels in selected 

populations [29, reviewed in 16], but not in others. ln our group of FCH subjects and 

controls, the Sstl polymorphism was not associated with altered lipid levels, nor was it 

seen more frequently in FCH probands than in control subjects. Family studies 

performed within the context of the present study were inconclusive because of the 

relative rarity of the Sstl RFLP in our kindred. 

Functional mutations of the LPL gene have been postulated to be associated with 

FCH [22]. We have examined the most frequent mutations of the LPL gene causing 
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familial LPL deficiency (LPLGly188Glu, LPLPro207Leu and LPLAsp250Asn) in French 

Canadians in a group of 31 unrelated individuals with FCH as well as silent mutations 

detected by single stranded conformational polymorphism (SSCP) and direct 

sequencing [34], and have not been able to find mutations in other domains of LPL that 

are associated with FCH. It is still possible that mutations other than those affecting the 

catalytic domain of LPL may be associated with FCH (for example, a domain 

responsible for the cellular uptake of triglyceride-rich lipoproteins[35,36]). However, 

based on our previous study [34], this does not appear to be the case. VVe took 

advantage of the high prevalence of three mutations of the LPL gene seen in French 

Canadians to examine whether these mutations are associated with the FCH 

phenotype. Our results suggest that functional mutations of the LPL gene may not be 

associated with a sub-group of FCH subject, as previously suggested. Minnich et al [32] 

reported that these mutations of the LPL gene are frequently seen in subjects with 

hypertriglyceridemia. Unfortunately, no family data has been provided by the authors but 

the data are compelling to suggest that in patients with moderately severe and severe 

hypertriglyceridemia (triglyceride levels >6 mmol/L), LPL mutations are common in 

subjects of French Canadian descent. 

The pathogenesis of FCH remains in dispute. Based on cell culture, perfused liver 

studies, animal and human studies, a consensus is emerging that FCH results from 

over-secretion of apo B-containing particles fronn the liver. This data is derived on the 

following: 

Apo B mRNA production. The apo B gene is approximately 45 kb in length and codes 

for an mRNA of 14 kb. The cDNA of the gene has been sequenced by at least five 

independent groups [37] and several positive and negative cis-regulatory regions have 

been mapped in the 5 end and in the second intron. Several trans-acting elements have 

been partly characterized [38]. Cell culture studies using hepatocarcinoma-derived cell 

lines (HepG2) have attempted to better characterize the environmental stimuli for apo B 

secretion and mRNA production. The current data suggest that apo B secretion is 

related to alteration in apo B mRNA production under short term experimental conditions 

only to a small extent [39] but rather that apo B secretion rate is regulated post-

transcriptionally and post-translationally. 
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Cellular control of apo B secretion. Efforts at understanding apo B mRNA regulation 

using in vitro cell culture systems, and non-human primates have so far failed to reveal 

important changes in mRNA production with various interventions, such as changes in 

fatty acids in the culture medium or in the diet [40]. Recent evidence suggests that apo 

B undergoes post-translational modifications from the endoplasmic reticulum to the 

Golgi apparatus that may be critical in determining the amount of protein secreted [41-

43]. The nascent polypeptide chain in synthesized on 'the rough endoplasmic reticulum 

(ER) and triglyceride synthesis occurs on the smooth ER. It appears that apo B is 

degraded before secretion. One can postulate that nascent apo B may be protected 

from proteolysis by association with neutral lipids which would then mask the sites of 

amino acid cleavage. Alternatively, recent data suggest that cholesterol ester formation 

may be a rate-limiting step in apo B secretion. It is therefore conceivable that apo B 

degradation occurs before its association with triglycerides and that ACAT activity (acyl 

CoA: cholesterol acyltransferase) may play an important role in determining the 

formation of nascent apo B containing lipoproteins before transfer to the Golgi apparatus 

[44]. Apo B secretion, therefore, is in great part substrate driven. 

Kinetic studies using radiolabeled VLDL particles or by endogenous labeling of apo B 

using stable isotope methodology have shown that the VLDL apo B production is 

increased in FCH [45-48]. Although this concept is now generally accepted, the cellular 

mechanisms by which increased secretion of apo B occurs without increased mRNA 

production remains elusive. One potential mechanism is a decrease in the rate of 

intracellular apo B degradation in genetically predisposed individuals [48]. By this 

mechanism, the amount of constitutively synthesized apo B destined for intracellular 

degradation is shifted to a secretory pathway instead. The elucidation of this pathway 

and the proteins involved will be of crucial importance in understanding disorders of 

hepatic oversecretion of apo B. 

There are important limitations with this type of studies. First and foremost, a major 

difficulty lies in the assignment of the FCH phenotype. VVe have defined FCH based on 

the 90th percentile plasma levels of LDL-cholesterol and triglycerides [13], or an apo B 

level > 1.50 g/L. These arbitrary cut-points are based on the normal distribution of these 

biological variables within a population. ln doing so, we have dichotomized a continuous 
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variable. Despite these caveats, the families shown in Figures 1A and 1B have not 

presented a serious problem in the diagnosis of FCH. 

Second, the familial aggregation of lipoprotein disorders, resistance to insulin-

mediated glucose uptake, hypertension, fasting hyperglycemia, and abdominal obesity 

are seen frequently as part of the "metabolic syndrome" (syndrome X) [49], familial 

dyslipidemic hypertension [50], and in clustering of cardiovascular risk factors [51,52]. 

The genetic basis or the molecular defect(s) of this clustering of risk factors remains 

unknown. It is not surprising, however, that candidate genes within the gene associated 

with lipoprotein metabolism not be strongly associated with the phenotype under study. 

This is particularly relevant if the main stimulus for increased secretion of hepatic apoB-

containing lipoproteins is substrate availability. Any condition that causes increased fatty 

acid delivery to the liver, such as a diet rich in saturated fats, peripheral insulin 

resistance, increased hepatic uptake of triglyceride-rich lipoproteins or decreased fatty 

acid utilization or incorporation into peripheral (adipose) tissues, may increase hepatic 

apo B (and triglyceride secretion). Under these conditions, it is difficult to associate 

genetic variability of the apo Al-CIII-AIV gene cluster and hepatic secretion of apo B. 

Functional defects within LPL have been reported to be present in roughly one third 

of FCH probands (Babirak). VVe have taken the opportunity, in our population, of the 

relatively high frequency of three functional mutations of the LPL gene seen in 

approximately 97% of LPL deficiency in the province of Quebec, Canada. VVe were 

unable to identify an association with these LPL mutations in our 54 probands with FCH. 

As we have previously reported in 31 of the probands of the present study, molecular 

analysis of the LPL gene in FCH did not reveal an association with other mutations of 

the LPL gene in our French Canadian subjects. ln only one proband, a functional 

mutation of the LPL gene (LPL188) was identified. As previously reported, the FCH trait 

could not be unequivocally associated with this mutation [34]. 

ln light of these findings in our FCH probands, the data suggest the following: first, 

the previously reported association of FCH with the Xmnl RFLP of the apo Al gene does 

not appear substantiated in those highly selected probands. Second, common functional 

mutations within the LPL gene are not associated with FCH. Third, FCH represents a 

poorly defined lipoprotein abnormality, very often associated with abdominal obesity (or 

increased BMI, as seen here), high blood pressure and peripheral insulin resistance. 

Despite the tremendous progress in the fields of lipoprotein metabolism and molecular 
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biology made since the original description of FCH, we are no closer to finding an 

acceptable definition or a molecular defect. Our current concept is that a genetic 

predisposition to FCH (not yet characterized) may be expressed fully in the presence of 

a poor lifestyle, which includes abdominal obesity, a diet rich in saturated fats and 

physical inactivity. ln turn, the metabolic abnormalities seen in the context of abdominal 

obesity and decreased insulin-mediated glucose uptake contribute to decreased fatty 

acid uptake into adipose tissue and secondary increased in hepatic apo B secretion. 

The recently characterized acylation stimulated protein (ASP) - adipsin system at the 

level of adipose tissue may provide important insight into the pathogenesis of FCH and 

other familial lipoprotein disorders [53]. 

The search for a genetic basis of FCH is sorely needed. Unlike monogenic 

disorders such as familial hypercholesterolemia, type Ill dyslipoproteinemia or familial 

defective apo B-100 [53], the basis for FCH is likely to be polygenic and have an 

important environmental influence. Culler et al. [55 recently performed complex 

segregation analysis in a group of 55 British families with FCH and re-examined the 

original data published by Goldstein et al. [1]. They have found evidence for a major 

gene acting on triglyceride levels but not on other lipoprotein fractions. This analysis 

confirms the genetic nature of the disorder and points to the importance of triglyceride 

metabolism in FCH. An association of FCH with genetic markers for the short arm of 

chromosome 19 (near the LDL receptor gene locus) has raised the possibility that the 

LDL-R gene or a gene close to it may be involved with the disorder [56]. Physiologically, 

it is difficult to implicate the LDL-R gene in FCH. One must keep in mind, however, that 

overproduction of apo B is seen in FH individuels. This association warrants further 

research. 
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Abstract 

A decreased level of high density lipoprotein cholesterol (HDL-C) is the most 

common lipoprotein abnormality seen in premature CAD subjects. ln many cases, HDL-

C reduction in CAD subjects may be the result of increased apo B-containing lipoprotein 

production by the liver with secondary hypoalphalipoproteinemia. Primary 

hypoalphalipoproteinemia is seen in approximately 4% of CAD cases. VVe report four 

subjects with severe familial HDL deficiency (HDL-C<<5th percentile for age and 

gender, HDL-C 0.08-0.38 mmol/L) in three French Canadian kindred with autosomal co-

dominant inheritance. By inclusion criteria, all four subjects had normal fasting 

triglycerides and none were diabetic. HDL particle size by gradient gel electrophoresis 

revealed small HDL particles (estimated Stokes dianneter 8.14-8.30 nm). Apolipoprotein 

Al analysis by PAGE and IEF in affected subjects reveal normal molecular weight (28.3 

kd) and normal isoelectrofocusing point but a relative increase in pro-apo Al, with near 

normal levels of pro-apo Al in plasma; suggesting normal secretion of apo Al. 

Quantitative Southern blot analysis of the apo Al-CIII-AIV gene cluster reveals no gene 

rearrangements or allele deletion. Haplotypes of the apo Al gene, using the restriction 

enzymes Pstl, Xmnl and Sstl; and of the apo All gene using the enzyme Mspl, did not 

reveal segregation of the low HDL-C trait with either the apo Al or All genes. Sequence 

analysis of the promoter region of apo Al gene reveals heterozygosity for an G-->A-76 

substitution in two kindred with no evidence of segregation with the low HDL trait. None 

of the patients had mutations of the lipoprotein lipase gene common in subjects of 

French Canadian descent. Haplotypes analysis of the LPL gene did not show 

segregation with the low HDL trait. Plasma lecithin cholesterol acyltransferase (LCAT) 

activity was found to be within normal levels in affected subjects and in non-affected 

first-degree relatives. None of the affected subjects had clinical manifestations of 

Tangier disease. Two of the four probands examined, both men, had severe CAD and 

had undergone revascularization procedures. The third is a younger brother of one of 

these probands, the fourth is a 30-year old woman and both were free of clinical CAD. 

However, in none of the families the low HDL trait unequivocally cosegregated with 

CAD. 	The data reveal that the molecular defect in our patients with severe 

hypoalphalipoproteinemia is not linked to the apo Al-CIII-AIV gene cluster, LCAT 
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activity, elevated triglycerides or LPL gene defects. Although CAD was identified in two 

probands, both had several risk factors for CAD. Although hypercatabolism of HDL 

particles and apo Al has been shown to occur in such patients, the exact metabolic and 

molecular defect(s) remain unknown. VVe hypothesize that an alteration in HDL-

mediated cholesterol efflux or in intracellular cholesterol transport to the cell surface 

may explain the metabolic abnormalities observed. 

Introduction 

Increased plasma lipids and very low density lipoprotein (VLDL), intermediate 

density lipoprotein (IDL) and low density lipoproteins (LDL) cholesterol levels are 

associated with the development of coronary artery disease (CAD) in retrospective 

case-control studies and in prospective, longitudinal studies [reviewed in 1]. Many 

studies have shown that a decreased level of high density lipoprotein cholesterol (HDL-

C) is the best marker for CAD. Although some controversy exists about which HDL 

subfraction provides the "optimal" protection, a decrease in the number of HDL particles 

remains the strongest predictor of risk in many studies [2]. The measurement of HDL-

associated apolipoproteins (apo), especially apo Al and All, has shown little additional 

predictive value over the measurement HDL-C [3]. The measurement of HDL-

cholesterol level is important in the determination of cardiovascular risk [4] and appears 

to be predictive of future coronary events [5]. 

ln this context, syndromes of HDL deficiency have attracted a great deal of interest 

over the past ten years mostly because they increase our understanding of the role of 

HDL in atherogenesis. With the cloning and sequencing of all known apolipoproteins, 

lipoprotein processing enzymes and lipoprotein receptors, multiple (usually rare) defects 

of HDL metabolism have been identified. Several mutations of the apo Al gene have 

been characterized in which apo Al is not produced [6-16], other point mutations alter 

the protein sequence and are, in general, of little clinical consequence [17-20]. 

Mutations within the genes coding for lipoprotein lipase (LPL), or its activator apo CII, 

are associated with severe hypertriglyceridemia and markedly reduced HDL-cholesterol 

levels [reviewed in 21]. Mutations within the gene coding for the enzyme lecithin 

cholesterol acyltransferase (LCAT) are associated with corneal opacities, anemia, renal 

failure and severe HDL deficiency [22-27]. Tangier disease is characterized by extreme 
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HDL deficiency and increased catabolism of HDL and apo Al; in addition, infiltration of 

reticuloendothelial tissue and Schwann cells with neutral lipids, is found [28-30]. The 

genetic or metabolic defects in Tangier disease are stili unknown. ln contrast to the 

rarity of defects of HDL metabolism, moderate reductions of HDL-C levels are 

commonly encountered in patients with premature CAD [31,32]. 

ln the present study, we present four subjects from three kindred with severe HDL 

deficiency. Our purpose was to examine the known 'causes of HDL deficiency in each 

proband, including common causes of a low HDL-cholesterol, mutations at the apo Al-

CIII-AIV and lipoprotein lipase gene loci, LCAT deficiency and clinical manifestations of 

Tangier disease. We also examined the association between the low HDL trait and the 

presence of premature CAD. VVe suggest that this syndrome be called "severe familial 

HDL deficiency". Several groups have reported patients, such as ours, with very low 

HDL-cholesterol levels and kinetic studies have shown increased catabolism of HDL 

particles or apo Al [19,20,29,58,60,61,63]. Despite such characterization of lipoprotein 

kinetics over the past decade or so, the metabolic or genetic abnormalities in such 

patients have not been identified. 

Methods 

Subject selection. Patients were selected from the Lipid Clinics of the Montréal Head 

lnstitute and Clinical Research Institute of Montréal. The basis of selection was a HDL-

cholesterol level <5th percentile for age- and gender-matched norms [33] with normal 

fasting triglycerides (<95th percentile). The patients (all adults) were referred to the 

Clinical Research Institute of Montréal or the Montréal Heart Institute for work-up of 

lipoprotein disorders. A search of computer databases for actively followed patients was 

performed with the criteria of low HDL-cholesterol and triglycerides <95th percentile for 

age and gender, based on the Lipid Research Clinics Database [33]. 

Lipids and lipoprotein-cholesterol. Blood was drawn by venipuncture in an antecubital 

vein in ethylenediethylaminetetraacetic acid- (EDTA) containing tubes as an 

anticoagulant (final concentration 1.2 mg/mL) for the determination of biochemical 

variables. Plasma was separated by centrifugation (20 min., 4°C, 3000 rpm), multiple 

one mL aliquots (n=5) were stored at -80°C for future studies. Total cholesterol, 

triglyceride and HDL-cholesterol levels were measured as previously described [34-36], 
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using the Cobas Mira-S analyzer (Hoffman Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). 

Lipoprotein-cholesterol was determined after ultracentrifugation of plasma as described 

[37]. HDL-cholesterol was measured after precipitation of apolipoprotein B-containing 

lipoproteins [36]; LDL-cholesterol was determined as infranate-cholesterol minus HDL-

cholesterol. The laboratory participates and meets the requirements of the Centers for 

Disease Control cholesterol standardization program. 

HDL particle isolation. HDL particles were separated by sequential ultracentrifugation at 

densities of 1.063 to 1.210 g/mL, adjusted with solid KBr for 22 hours at 50,000 rpm in a 

Ti 50.3 rotor (Beckman Instruments, Palo Alto, CA), a third centrifugation at d=1.210 

g/mL was used to wash and concentrate the lipoproteins [37]. HDL particles were also 

separated by single-step density gradient ultracentrifugation in a SVV40 rotor for 24 

hours at 38,000 rpm (Beckman Instruments, Palo Alto, CA) [38]. For the latter step, we 

overlaid 2 mL of plasma with solutions of decreasing densities (1.210 g/mL, 2 mL; 1.063 

g/mL, 3.8 mL; 1.019 g/mL, 3.3 mL; 1.006 g/mL, 1.2 mL) with solid NaBr. The tubes 

were then punctured through the bottom and the contents gently forced through the top 

of the tube by injecting a 1.400 g/mL NaBr solution through the bottom of the tube. 

Optical density at 280 nm was monitored on-line and fractions were separated on a LKB 

(Pharmacia Biotech Inc, Pistacaway, NJ) fraction collector. Each HDL fraction was 

extensively dialyzed in 0.9% NaCI overnight at 4°C [38]. HDL particle size was 

performed on non-denaturing 4-30% preformed polyacrylamide gradient gels as 

described [71]. The Stokes diameter of HDL particles was estinnated with the use of the 

following standards: thyroglobulin (17.0 nm), ferritin (12.2 nm), lactate dehydrogenase 

(8.1 nm) and albumin (7.1 nm). A large HDL particle has a score of 1 (HDL-1), 

corresponding to a Stokes diameter of 12.46 nm, and the smallest HDL particle found 

with this system was HDL-14 (Stokes diameter <7.86 nm) [71]. 

Apolipoproteins Al, B and LpAi. Apo Al was determined by nephelometry [BN-100 

nephelometer, Berhing, Germany] using polyclonal antisera directed against apo Al [39]. 

A similar technique was used for apo B [40], with polyclonal antiserum directed against 

apo B. Lipoprotein particle LpAl was measured by electroimmunodiffusion (rocket 

immunoelectrophoresis), using preformed agarose gels with excess anti-apo All 

polyclonal antibodies (Sebia Hydragel, Issy-les-Moulineaux, France) as previously 

described [41, 42]. 
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Polyacrylamide gel electrophoresis. HDL protein was quantified by the Lowry method 

and approximately 50-100 pg of HDL protein was applied to the gels. VVe used a 4-16% 

polyacrylamide gel in addition to straight 6 or 8% gels for the identification of 

apolipoproteins [43]. On each run, lipoprotein fractions from a normolipidemic control, 

isolated at the same time and under the same conditions as the patients, were run in 
parallel. 

lsoelectrofocusing gels [IEF] for apo Al. IEF gels were run on delipidated HDL proteins 
isolated by ultracentrifugation on controls and patients with severe 

hypoalphalipoproteinemia. We used an IEF gel as previously described [44] and loaded 

approximately 50-100 pg HDL-protein in each tube. The gels consisted of 7.5% 

acrylamide, in 8M urea with ampholines pH 4/6 (Bio Rad Laboratories, Mississauga, 

Ont., Canada). HDL particles were delipidated in acetone:ethanol (1:1) and di-ethyl 

ether at -20°C. The loading buffer consists of 8M urea and dithiothreitol 10 mM, pH 8.6. 

The gels were run overnight at 4°C at 250 volts (-2.2 mA/tube) and stained with 

Coomassie Blue (0.04%) in perchloric acid (3.5%) and destained in 5% acetic acid. 

They were then photographed and read by densitometry to estimate the relative 

concentration of pro-apo Al and mature apo Al. To do so, the apo Al bands were 

scanned and the pro-apo Al band was expressed as a °A) total apo Al. The 

concentration of pro-apo Al was then estimated as the % of total apo Al protein (x) total 

plasma apo Al. 

Southem blots, Apo Al gene Xmnl, Sstl, Pstl restriction fragment-length polymorphisms 

(RFLP). Southern blots were performed on human genomic DNA isolated from 

peripheral leukocytes as previously described [45]. RFLP's were determined for the apo 

Al gene with the restriction enzymes Xmnl (New England Biolabs, Cambridge, MA) Sstl, 

and Pstl (Gibco Bethesda Research Laboratories, Burlington, Ont., Canada). DNA was 

cut using the recommendations of the manufacturer, separated on 1.0% agarose gels 

and transferred onto nylon membranes (Hybond N, Amersham, Oakville, Ont., Canada). 

The nylon filters were hybridized with a full length 32P-labeled cDNA probe of the apo Al 

gene at 65°C as described [45]. Labeling of the cDNA probe was performed with the 

random primer method, using the Klenow polymerase (Pharmacia Biotech Inc, 

Pistacaway, NJ). Molecular weight standards were applied on each gel to determine the 
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size of the hybridized fragments. The gels were exposed on Kodak XAR-5 film (Kodak 

Scientific, Oakville, Ont., Canada) and developed after 24 to 72 hours at -80°C. 

Polymerase chain reaction (PCR). The apo Al Xmnl, Sstl and Pstl [46] and apo All 

Mspl RFLP's [47] were determined by PCR and digestion of the amplified products with 

the appropriate enzymes with subsequent separation of the fragments by agarose 

electrophoresis. ln order to determine haplotypes of the apo Al and apo Al! genes, DNA 

was isolated from probands and all family members a' vailable for analysis. The apo Al 

Xmnl, Sstl and Pstl as well as the apo All Mspl RFLP's were determined as described 

[46,47]. The presence of a cutting site in one allele was noted as 1, in both allele as 2, 

and its absence as O. 

The diagnosis of mutations LPL188, LPL207 and LPL250 were performed as 

described [21]. Haplotypes of the LPL gene were performed by analysis of a 

polymorphic GT microsatellite flanking the LPL gene, the LPL5GT site, as described 

[48]. Reactions were run on 6% polyacrylamide gel and the fragments detected by 

autoradiography. 

DNA Sequencing. VVe performed sequence analysis on the apo Al promoter region, 

exon 1 and part of intron 1 (-99 to +375) by first amplifying a 475 bp region of the apo Al 

gene (-99 to +375) and subcloning the fragment obtained by PCR into the pGEM-t 

vector (Promega, Madison, WI) using T4 DNA ligase (Promega, Madison, VVI) under the 

conditions suggested by the manufacturer. The sequence of the oligonucleotides used 

was (51-->31) AGG-ACC-AGT-GAG-CAG-CAA-CA for the forward primer and AGT-GAG-

AAA-CCT-GCT-GCC-TCT for the reverse primer. The ligated plasmids were then used 

to transform the DH5a strain of E. Coli (Gibco BRL Life Technologies, Burlington, Ont., 

Canada) which lacks the Arnpicillin resistance gene. The transformed bacteria were 

grown on LB agar containing Ampicillin and isopropylthio -D galactoside (IPTG). 

Colonies which failed to turn blue in the presence of 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- -D 

galactoside (X-Gal) were cultured individually and the plasmid DNA was isolated on 

Quiagen-100 columns (Quiagen Inc., Chatsworth, CA). The purified plasmid clones 

were then sequenced with the di-deoxy nucleotide chain termination method, using a 

T7- or Sp6- dependent DNA polymerase sequencing kit (Pharmacia Biotech Inc, 

Pistacaway, NJ). 
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Lecithin:cholesterol:acyl transferase (LCAT) activity was determined in plasma as 
previously described [25] using an exogenous substrate [24]. The substrate is 

composed of egg yolk lecithin, unesterified cholesterol and apo Al [24]. Using this 
assay, LCAT activity of 20 nmoL/mL•h-1  is > 2 SD below the mean of normal and is 
used for the phenotypic assessment of heterozygous LCAT deficiency. 

Results 

Case 1. 24430-301. The proband is a 48-year old man, father of one daughter. His 

past medical history is insignificant except for cholestatic jaundice secondary to 

antibiotic therapy ten years prior to his current evaluation. 	Liver function tests and 
bilirubin levels have been consistently within normal limits since this episode. He was 

diagnosed with coronary artery disease at age 42 and underwent percutaneous 

transluminal coronary angioplasty of the left anterior descending coronary artery at age 

47 for symptoms refractory to medical therapy. One year later, he underwent right 

femoral angioplasty for stenosis of the common femoral artery. Since then, symptoms 

of coronary artery disease have progressed, with worsening exertional angina. Repeat 

coronary angiography revealed a 50% left main coronary artery stenosis and the patient 

underwent coronary bypass surgery. He was known to have a very low HDL-cholesterol 

for at least 8 years during routine physical examinations. He was not on medications 

known to alter plasma lipids, including the drug probucol, at any time. He is a known 

smoker (one pack per day) and has a history of high blood pressure; his smoking habits 

have not changed despite medical advice and worsening cardiac symptoms. His 

medications include aspirin 325 mg every second day and diltiazem SR 90 mg twice per 

day. On physical examination, the weight is 78.5 Kg, the height 172 cm; the body mass 
index (BMI, weight (Kg)/height (m2)) was 26.5. The blood pressure was 150/90 mmHg 

and the heart rate 70 beats per minute. There are no corneal lipid deposits, no 

xanthomas (tendinous or plantar), the tonsils are normal in size and color, there is no 

enlargement of lymphoid tissue and there is no hepatic or splenic enlargennent. There 

are vascular bruits over the femoral arteries. The rest of the examination is within 

normal limits. A summary of clinical and demographic features is shown in Table I; the 
family tree is shown in Figure 1. 
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Case 2. 24430-313. He is the 39-year old brother of the patient described above. He 

has no significant past medical history and is not known to have cardiovascular disease. 

The physical examination is within normal limits; there is no clinical evidence of 

lymphoid tissue infiltration, the tonsils are normal in size and in color and there are no 

corneal arcus. His BMI is 27. The patient was not taking any medication (Table I, 

Figure 1). Within this kindred, no other subject was found to have CAD on clinical 

grounds. All subjects were questioned and examined by a cardiologist (JG Jr). Subject 

24430-315 does have significant CAD but is not related to the proband (Figure 2). 

Case 3. 24842-301. The proband is a 53-year old man, slightly overweight, who 

underwent coronary by-pass surgery 12 years previously at age 41; he has a known 

history of high blood pressure, cigarette smoking and slightly elevated fasting blood 

glucose (7.0 mmol/L) although a diagnosis of diabetes was never made. On physical 

examination, the patient has bilateral corneal arcus but there are no xanthomas or 

xanthelasmas. The tonsils are normal in size and color, there is no hepatosplenomegaly. 

The patient has an older brother with established coronary artery disease (Table I, 

Figure 1). Within this kindred, several members were diagnosed as having CAD (noted 

by an *)• ln the subjects examined, no clear association was identified with the 

presence of CAD and a low HDL- cholesterol. Of interest, the patient has elevated apo 

B levels (175 mg/dL), triglyceride levels ranging from 1.8 to 4.48 mmol/L, hypertension 

and abnormal fasting glucose levels. Therefore, this subject has a clustering of 

cardiovascular risk factors which are often associated with a low HDL-cholesterol. 

Case 4. 24723-301. The patient is a 30-year old woman, married and mother of two 

children. During a routine physical examination, she was found to have a very low HDL-

cholesterol and was referred to our clinic. Other than childbearing, there are no 

significant medical problems. The patient is a non-snnoker, does not drink alcohol other 

than on rare occasions, and does not take any medications (including hormones). The 

physical examination is within normal limits. The tonsils are slightly enlarged but of 

normal color and an ear, nose and throat (ENT) consultant thought that the tonsils were 

at the upper limit of normal in terms of size. Within this kindred, no other member was 

diagnosed with CAD however the proband's siblings are relatively young and three out 

of four are women (Table 1, Figure 1). 
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Table I. Subject Demographics 

Age,y Sex CAD Smoker HBP DM 

24430-202 81 F N N 0 N 
24430-301 48 M Y Y 1 N 
24430-304 57 F N N 0 N 
24430-305 56 F N N 0 N 
24430-306 55 M N N 0 N 
24430-307 53 M N N 0 N 
24430-309 50 M N N Q N 
24430-311 42 F N N 0 N 
24430-313 39 M N N 0 N 
24430-315 60 M Y Y 0 N 
24430-316 48 F N N 1 N 
24430-318 38 F N Y 0 N 
24430-401 21 F N N 0 N 
24430-407 33 M N N 0 N 
24430-408 30 F N N 0 N 
24430-412 26 M N N 0 N 
24430-413 25 F N N 0 N 
24430-414 24 F N N 0 N 
24430-415 13 F N N 0 N 
24430-425 13 F N N 0 N 
24430-426 8 F N N 0 N 

24842-301 53 M Y N 1 N 
24842-308 67 M Y Y 1 Y 
24842-309 60 F N N 1 N 
24842-310 56 F Y N 2 N 

24723-202 62 F N N 1 N 
24723-301 30 F N N 0 N 
24723-303 39 F N N 0 N 
24723-304 38 F N N 0 N 
24723-305 23 M N N 0 N 
24723-307 38 M N N 2 N 
24723-410 13 M N N 0 N 
24723-420 13 M N N 0 N 
24723-421 10 M N N 0 N 

CAD indicates coronary artery disease; smoker, cigarette smoker;; HBP, 
high blood pressure; DM, diabetes mellitus; 0, absence; 1, presence. 
Cases are indicated in bold. 

The demographic features of the probands and their family members are shown in 

Table l. By convention, all probands (Table l, bold characters) are identified with the 

suffix -301, their spouse with the suffix -302 and siblings, by -303; their parents by -200 

and their children by -400. Probands 24430-301 and 24842-301 had coronary artery 
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disease but also had several risk factors for CAD [4], including smoking, hypertension, 

and the male gender. None of the probands were diabetics but the brother of proband 

24842-301, indicated as 24842-308, had non-insulin dependent diabetes mellitus. Case 

24430-313, who had an HDL-cholesterol of 0.12 mmol/L (Table II), was clinically free of 

cardiovascular disease. He was 39 years old, non-smoker, not diabetic or hypertensive. 

Proband 24723-301 was a 30-year old mother of two with no evidence of CAD. 

Lipids and Lipoproteins. The 5th percentile for age and gender were determined 

according to the Lipid Research Clinics Database [LRC]. All probands had a HDL-

cholesterol level << 5th percentile for age and gender. As can be seen (Table II, bold 

characters), subjects identified as cases 1, 2 and 3 had HDL-cholesterol levels of 0.18, 

0.13 and 0.38 mmol/L, respectively while case 4, a woman, had a HDL-cholesterol level 

of 0.27 mmol/L. Fasting triglyceride levels were <95th percentile in all these subjects. 

Plasma levels of apo B were within normal limits or only slightly elevated. Apo Al levels 

were reduced to approximately 20-50% of normal, as were LpAl levels (Table II). A 

gradient density profile of plasma on probands was performed as described in the 

Methods section. As shown in Figure 2, the absorbance (at 280 nm) reveals that the 

cases had a marked reduction in HDL particles, compared with a normal control. 

Furthermore, the patients also had a reduction of particles in the LDL density range and 

an accumulation of particles in the intermediate density range. Of note, the apo E 

phenotype on the subject shown in Figure 2 is apo E3/3; and the patient has no clinical 

or biochemical evidence of type III dyslipoproteinemia. 

HDL particle size was assessed by polyacrylamide gradient gel electrophoresis 

(PAGGE) as previously described [71]. The densitometric analysis of the HDL PAGGE 

reveals that the majority of HDL particles are small (in the range of HDL particles 12-14 

[71]). Based on the PAGGE analysis, the "weighted" HDL particle size was 8.30 nm for 

subject 24430-301, 8.15 nm for 24430-313, 8.14 nm for 24842-301 and 8.16 nm for 

24723-301. The majority of HDL particles, were therefore of small size corresponding to 

a "weighted" Stokes diameter between 8.14 and 8.30 nm (Table Ill). 
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Table ll. Plasma Lipids and Lecithin:Cholesterol Acyltransferase 

Total, C 
mmol/L 

TG, 
mmol/L 

HDL-C VLDL-C LDL-C 
mmol/L 	mmol/L 	mmol/L 

ApoB, 
mg/dL 

ApoAl, 
mg/dL 

LpAl 
g/L 

LCAT 
mmol/mL•h' 

24430-202 5.19 1.41 0.84 0.77 3.58 123 116 0.29 26.2 
24430-301 3.68 1.48 0.18 0.46 3.04 108 37.2 0.16 19.9 
24430-304 5.24 1.58 0.70 0.65 3.89 141 101 0.20 23.3 
24430-305 4.75 0.92 0.65 3.69 49.2 39.2 0.18 21.1 
24430-306 3.90 0.72 0.74 0.45 2.71 92 113 0.29 19.5 
24430-307 4.30 1.10 1.02 0.62 2.66 97.4 134 0.32 27.2 
24430-309 5.01 4.02 0.40 2.34 2.27 126 65.1 0.21 18.2 
24430-311 3.10 1.16 0.54 0.64 1.92 91.7 81 0.22 26.5 
24430-313 3.53 2.65 0.13 2.21 113 32 0.16 19.2 
24430-315 6.03 1.42 0.89 0.76 4.38 153 121 0.34 27.0 
24430-316 6.04 2.81 0.75 1.04 4.25 184 119 0.19 27.2 
24430-318 5.95 1.40 1.37 0.57 4.01 129 157 0.46 25.1 
24430-401 4.58 1.51 0.83 0.64 3.11 123 135 0.40 27.4 
24430-407 5.22 1.10 0.56 4.05 153 82.4 0.23 27.1 
24430-408 3.97 0.73 0.84 2.78 86 92.2 0.35 29.0 
24430-412 3.66 0.91 1.16 0.42 2.08 78.9 137 0.38 29.7 
24430-413 5.06 1.14 1.01 0.32 3.73 132 129 0.30 22.7 
24430-414 4.11 0.73 1.34 0.27 2.50 90 145 0.39 29.6 
24430-415 2.80 0.83 1.09 0.31 1.40 60.9 137 0.38 32.9 
24430-425 2.85 0.59 0.72 0.32 1.81 67.9 82.4 0.19 36.7 
24430-426 3.44 0.53 1.19 0.24 2.01 67.6 131 0.24 25.6 

24842-301 6.02 1.80 0.38 1.77 3.87 175 66.2 0.31 21.6 
24842-308 3.94 3.77 0.47 1.44 2.03 108 91 0.41 20.2 
24842-309 5.18 2.06 1.26 0.73 3.19 122 167 0.44 27.7 
24842-310 6.08 2.02 1.14 1.09 3.85 142 150 0.42 28.6 

24723-202 6.96 2.17 1.31 1.00 4.65 162 155 0.28 26.1 
24723-301 4.61 2.61 0.27 1.09 3.25 110 71.2 0.19 36.3 
24723-303 4.75 0.69 0.88 0.32 3.55 116 96.5 0.33 32.4 
24723-304 5.02 2.18 0.77 1.00 3.25 133 103 0.21 23.2 
24723-305 3.98 1.43 1.12 0.66 2.20 98 124 0.28 31.3 
24723-307 5.90 3.70 0.94 1.70 3.26 145 150 0.40 27.7 
24723-410 4.46 0.96 1.04 0.44 2.98 96 117 0.26 29.7 
24723-420 3.83 0.88 0.98 0.40 2.45 88.3 113 0.26 33.6 
24723-421 4.60 1.77 1.00 0.81 2.79 109 118 0.21 32.7 

C indicates cholesterol; TG, triglycerides; LpAl, lipoprotein containing only apo Al; and 
LCAT, lecithin:cholesterol acyltransferase. Cases are indicated in bold. 
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Figure 2. Graph shows gradient density profiles of plasma from case 24430-313 with 
familial HDL deficiency (FHA; solid line) and a normolipidemic control subject (dashed 
line). Fraction 1 represents large, buoyant lipoproteins and fractions of more than 28 
represent plasma proteins. A marked decrease in HDL particles is noted in the case 
compared with the control subject. 
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Table III. Densitometric Analysis of the HDL-Sizing Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

HDL Band Number 

Estimated 
Stokes 

Diameter, nm 

Band Area on HDL PAGGE.  

24430-301 24430-313 24842-301 24723-301 
HDL-1 12.46 - - - 
HDL-2 11.74 - - 
HDL-3 11.25 0.7 - 
HDL-4 10.96 1.8 - 1.8 0.7 
HDL-5 10.55 - - 
HDL-6 10.00 0.6 - 1.8 
HDL-7 9.57 - - 
HDL-8 9.24 4.7 17.1 
HDL-9 8.90 18.3 - - - 

HDL-10 8.73 12.5 
HDL-11 8.53 7.6 10.5 - 13.5 
HDL-12 8.30 - 29.6 - 35.9 
HDL-13 8.14 - - - 
HDL-14 <7.86 59.2 54.7 81 48.0 

Mean weighed HDL diameter, nm 8.30 8.15 8.14 8.16 

PAGGE indicates polyacrylamide gradient gel electrophoresis; 24430-301, 24430-313, and 
24723-301 indicate cases. 
Results are calculated on the basis of data from Li et al!' 
*Results are reproted in percent except for mean weighed HDL diameter, which is reported 
in nanometers. 

LCAT activity. LCAT activity determined in the probands and their family members was 

normal, i.e. > 20 nmoL/mL•h-1  except in two probands, 24430-301 with an HDL-

cholesterol of 0.18 (range 0.08 to 0.25 mmol/L) and 24430-313 with an HDL-C of 0.13 

mmol/L, had an LCAT activity of 19.9 and 19.2 nmoL/mL•h-1, respectively and two 

brothers (24430-306, HDL-C 0.74 mmol/L; and 24430-309, HDL-C 0.40 mmol/L) had 

LCAT activities of 19.5 and 18.2 nmoL/mL•h-1  respectively (Table II). 

Apo Al. The molecular weight of apo Al was determined on non-denaturing 

polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). A normal control was always run in parallel 

with patients samples and standard molecular weight markers (low molecular weight 

standards, Bio Rad, Mississauga, Ont., Canada) were loaded in a separate well. The 

probands apo Al moved at the same distance as the control and the estimated 

molecular weight was 28.3 kD. 

Isoelectrofocusing of the HDL proteins was performed as described in the Methods 

section. A relative increase in pro-apo Al was found in all cases. The % concentration 

of pro-apo Al was 40% for 24430-301, 20% for 24430-313 and 26% for 24723-301. 

Based on the total apo Al concentration, the estimated concentration of pro-apo Al in 
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plasma is approximately 14.9 mg/dL, 6.4 mg/dL and 18.5 mg/dL, respectively. These 

results indicate that the pro-apo Al levels are approximately within the normal range. 

The mature form of the protein migrated at the same position as that of control subjects 

(Figure 3). The data show that the molecular weight of apo Al in probands is normal 

and the charge of the mature protein is also normal. The relative increase in pro-apo Al 

is similar to that observed in patients with increased catabolism of HDL particles, as 

seen in Tangier disease or other subjects with severe hypoalphalipoproteinemia of 

unknown causes. 

Molecular genetics. Southern blot analysis of genomic DNA obtained from peripheral 

lymphocytes was cleaved with the restriction enzymes Xmnl, Sstl and Pstl. These 

restriction enzymes were chosen in order to identify possible gene rearrangements of 

the apo Al-CIII-AIV gene cluster on chromosome 11q23. ln all cases, the restriction 

fragment-length polymorphisms (RFLP) obtained revealed expected fragments. ln 

Cases 1 and 3, the probands were heterozygous for the Xmnl RFLP (data not shown); 

in Cases 2 and 4, the subjects were homozygous for the frequent allele. No major gene 

rearrangement was found with the use of the RFLPs mentioned above. 

Using Southern blot analysis, as well as RFLP data obtained from PCR for the 

enzymes Pstl, Sstl and Xmnl, segregation analysis was carried out. Results for all 

kindred are shown in Table IV. Il is of interest that the affected brothers in the family 

24430 share at most one allele and are heterozygous for the Xmnl or Sstl RFLP. ln 

addition, none of the haplotypes segregates with the low HDL trait within any of the 

three families. A similar analysis was performed using the apo All Mspl RFLP. Again, 

no segregation was shown between the apo All RFLP and the presence of a low HDL-

cholesterol. 

Analysis of the allelic variation at the LPL5GT locus [48] revealed 3 alleles varying 

from 112 to 120 bp in the three families. The genotypes of all family members are 

presented in Table IV. Four different haplotypes were found in kindred 24430, only 1 

haplotype in kindred 24842 and 2 haplotypes in kindred 24723. No allelic association 

with low HDL-cholesterol appears in the three families. 
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Figure 3. Photograph shows isoelectrofocusing gel 
of HDL proteins. HDL fraction was obtained after 
sequential ultracentrifugation of plasma at densities 
1.063 and 1.210 g/mL. Approximately 90 gg/mL of 
HDL protein was loaded onto the polyacrylamide 
gel in the presence of ampholines (pH 4/6); 
electrophoresis was carried out as described in 
"Methods". Note that the proapolipoprotein Al band 
in proband 24430-301 represents approximtely 
40% of the total apoAl mass. 



Table IV. Segregation Analysis and Genotyping 

Apo Al-CIII-AIV Apo Al I LPL5GT 
Alleles,bp Xmn I Sst I Msp I 

24430-202 1 0 2 114/120 
24430-301 1 0 2 112/114 
24430-304 1 1 2 112/120 
24430-305 1 1 2 112/114 
24430-306 0 1 2 112/120 
24430-307 0 0 2 112f114 
24430-309 1 0 2 112/114 
24430-311 0 1 2 112/114 
24430-313 0 1 2 112/114 
24430-315 0 0 2 112/112 
24430-316 0 0 0 112/114 
24430-318 0 0 1 112/112 
24430-401 1 0 2 112/120 
24430-407 1 0 2 112/112 
24430-408 1 - - 112/114 
24430-412 0 0 1 114/114 
24430-413 0 0 1 112/114 
24430-414 0 0 1 112/112 
24430-415 0 0 1 114/114 
24430-425 0 0 2 112/112 
24430-426 0 0 1 112/112 

24842-301 1 0 1 112/112 
24842-308 0 0 2 112/112 
24842-309 0 0 1 112/112 
24842-310 0 0 1 112/112 

24723-202 0 0 2 112/120 
24723-301 0 0 1 112/112 
24723-303 0 0 1 112/120 
24723-304 0 0 2 112/120 
24723-305 1 0 2 112/120 
24723-307 0 0 2 112/112 
24723-410 0 0 0 112/120 
24723-420 0 0 2 112/112 
24723-421 0 0 2 112/120 

LPL5GT indicates a polymorphic microsatellite containing a guanine 
(G)-thymine (T) repeat flanking the 5 side of thelipoprotein lipase 
gene. Segregation analysis was carried out by use of the restriction 
enzymes Xmn I, Sst I, and Msp I to determine restriction fragment-
length polymorphisms for apoAl and apoAll. ln genotyping for the 
LPL5GT alleles, amplified DNA at the LPL5GT locus revealed 
fragments of 112, 114, and 120 bp in the thee kindreds. Cases are 
indicated in bold 
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We considered that a mutation within the promoter region of the apo Al gene could 

cause a decrease in transcriptional activation of the apo Al gene. VVe sequenced the 

innmediate promoter of the apo Al gene in both alleles in the four probands as described 

in the Methods section (sequence data not shown). The sequence obtained in our 

patients was compared to previously published sequences for the apo Al gene [49,50]. 

VVe identified a relatively common RFLP of the promoter region with a G-->A substitution 

at position -76 from the transcriptional start site. This substitution has been previously 

reported and has been associated with hyperalphalipoproteinemia in a group of Italian 

women [51]. No association with a low HDL-cholesterol was identified in our families. 

Discussion 

HDL deficiency and CAD. Many studies have shown that HDL-cholesterol is the most 

frequent lipoprotein abnormality in subjects with premature coronary artery disease and 

that HDL-cholesterol may be the best discriminator between CAD cases and controls in 

selected populations [2,3]. ln the past decade, considerable progress has been made in 

understanding HDL metabolism (as reviewed by Eisenberg S. [52] and Karathanasis 

SK. [53]). There are still unresolved issues concerning the relationship between isolated 

HDL deficiency and increased risk of CAD. ln the three families presented here, a low 

HDL-cholesterol did not segregate with CAD, although kindred 24723 consisted mostly 

of relatively young adults, the proband and the siblings in kindred 24842 had CAD, with 

no clear association with a low HDL-cholesterol; indeed, one sister with CAD had an 

HDL-C of 1.26 mmol/L. It is noteworthy that proband 24842-301 may have hyperapoB, 

with multiple metabolic abnormalities, including elevated triglyceride levels (on several 

occasions), mildly elevated LDL-cholesterol levels, borderline diabetes (elevated fasting 

glucose level) and high blood pressure in addition to cigarette smoking. Therefore, this 

patient has multiple risk factors for CAD and the severe hypoalphalipoproteinemia may 

be, at least in part, secondary to increased hepatic secretion of apo B and triglycerides. 

This patient, therefore, cannot be considered as having an isolated HDL deficiency. 

Rare mutations of the apo Al gene that lead to absent apo Al levels have been 

described [9,10,12,13,16,73]. Patients with mutations leading to a complete lack of apo 

Al have been often identified because of the presence of premature CAD. A recently 

described mutation, apo AlQ32X has recently been characterized in an Italian kindred. 
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This mutation, AIGIn32Stop, is caused by a single nucleotide substitution in exon 3 of 

the apo Al gene leading to a stop codon. It does not appear to be associated with CAD 

in the homozygous proband or in the heterozygous first-degree relatives [73]. Relatively 

uncommon mutations of apo Al were detected in a large screening program where at 

least 17 mutations were uncovered [17]. Most were not associated with altered HDL-

cholesterol levels but the apo Almilano  and apo Allowa  mutation results in decreased 

HDL-cholesterol levels because of increased apo Al turnover rates [18-20]. 

Mutations affecting the lipoprotein processing enzyme lipoprotein lipase (LPL) or its 

activator apo CII can cause severe hypertriglyceridemia and marked reductions in HDL-

cholesterol levels [21] but are usually not associated with CAD. LPL deficiency in the 

province of Québec, Canada, are relatively frequent and three mutations, LPL188 

(Gly->Glu), LPL207 (Pro->Leu), LPL250(Asp->Asn) account for 97% of cases of LPL 

deficiency in subjects of French Canadian origin [21]. None of our probands had these 

LPL mutations. ln addition, a highly informative polymorphic GT dinucleotide repeat 

flanking the LPL gene [48] did not reveal segregation with low HDL-cholesterol levels. 

As discussed previously, mutations affecting the LCAT gene are also associated with 

severe HDL deficiency; the relationship with CAD is uncertain. 

Tangier disease is a very rare disorder of severe hypoalphalipoproteinemia, 

characterized by markedly reduced HDL-cholesterol and apo Al levels, 

reticuloendothelial tissue infiltration by neutral lipids, neurological manifestations 

secondary to demyelination and, in approximately half of affected subjects, premature 

coronary artery disease [29]. 

Initial reports suggested that common genetic polymorphisms of the apo Al gene 

are associated with alterations in HDL-cholesterol levels but these associations were 

either population-specific or failed to be confirmed in a large sample size. ln addition, 

RFLP analysis at the apo Al-CIII-AIV gene locus have been found in some studies, but 

not in others, to be associated with altered lipoprotein cholesterol levels. The strength 

of this association depends on the study cited but, so far, has been of little clinical 

significance in predicting lipoprotein cholesterol levels. 	Similarly, the association 

between RFLPs at the apo Al-CIII-AIV locus and the presence of coronary artery 

disease has not been substantiated [reviewed in 54]. 

Secondary causes of low HDL-cholesterol are thought to be the most common 

cause of hypoalphalipoproteinemia. The male gender, abdominal obesity, diabetes 
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mellitus, cigarette smoking and, especially, mild to moderate hypertriglyceridemia or 

increase in apolipoprotein B-containing lipoprotein particles [4], are associated with 

decreased HDL-cholesterol levels. An inverse relationship between triglyceride levels 

and HDL-cholesterol have long been known [3]. Although incompletely elucidated, the 

mechanism by which elevated triglyceride levels are associated with low HDL-

cholesterol levels involves decreased phospholipid and neutral fat transfer onto nascent 

HDL particles from triglyceride-rich lipoproteins and subsequent enhanced catabolism of 

HDL particles. Some drugs decrease HDL-cholesterol levels; these include thiazide 

diuretics, beta-adrenergic blockers and probucol, which is associated with marked 

reductions in HDL-cholesterol levels. Hospitalization may also be associated with mild, 

but significant, reductions in HDL-cholesterol levels [55]. 

We have recently shown that most familial forms of hypoalphalipoproteinemia in 

subjects with coronary artery disease are associated with complex lipoprotein disorders, 

including familial combined hyperlipidemia, familial hypertriglyceridemia with reduced 

HDL-cholesterol; "pure" hypoalphalipoproteinemia is relatively uncommon [56]. ln all 

these familial syndromes, we have noted an increase in apo B levels, suggesting that 

the primary metabolic lipoprotein abnormality is hepatic over-secretion of apo B-

containing particles [57]. 

Hypoalphalipoproteinemia and HDL catabolism. Metabolic studies carried in subjects 

with marked reductions in HDL-cholesterol levels have revealed that the catabolism of 

HDL particles and apo Al are markedly enhanced [58,60-63; reviewed in 72]. ln one 

proband, described by Emmerich et al. [60], the fractional catabolic rate of apo Al 

endogenously labeled with deuterated leucine was increased tenfold over control 

subjects. Interestingly, the production rate was also decreased approximately threefold. 

Evidence from both radiolabeled HDL particles or apo Al or in-vivo labeling with the use 

of stable isotopes, show that many cases of severe hypoalphalipoproteinemia are 

associated with increased fractional catabolic rate of apo Al rather than decreased 

synthetic rate. The clinical characteristics of the patients reported in the aforementioned 

studies closely resemble the patients presented here. No defects of the apo Al gene 

were found in these cases of familial hypoalphalipoproteinemia [64]. ln conditions of 

HDL deficiency, as seen clinically, the catabolism of HDL particles is enhanced. Based 

on kinetic data generated by Schaefer [72], normal plasma HDL or apo Al residency 
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time in normal individuals is approximately 4.1 to 6.6 days and 3.0 to 4.5 days, 

respectively [72]. ln contrast, HDL from Tangier patients have HDL protein residence 

time of 0.53 days and apo Al residence time of 0.22 days. Using the same techniques, 

residence time for apo Al is 2.9 days in type IV hyperlipidemia, 2.45 days in type I and 

2.51 days for type V. Several other groups have previously shown increased catabolism 

of HDL in subjects with hypoalphalipoproteinemia, or in patients with apo Al mutations 

[58-63]. 

VVe hypothesize that the metabolic basis of thesé disorders may reside in abnormal 

intracellular cholesterol transfer onto HDL particles at the cell surface. Any defect 

involving intracellular cholesterol processing [reviewed in 65] could decrease the amount 

of cholesterol available for desorption at the cell surface. The mechanisms by which 

HDL particles take up cholesterol from the cell are not fully understood. One postulated 

mechanism involves the binding of HDL particles to a specific receptor, which would 

then promote the transfer of cholesterol from intracellular stores to the cell surface [53, 

66]. Cholesterol accumulation would be prevented by decreased intracellular synthesis 

through the 3-hydroxy1-3-methylglutaryl coenzyme A reductase or the endocytosis of 

lipoprotein-derived cholesterol via the classical LDL receptor pathway [67]. 	The 

resultant HDL particle would be lipid-depleted and presumably catabolized at a faster 

rate than larger, cholesterol-rich HDL particles. Our four probands had small HDL 

particles (Table 11). Li et al. [71] have determined that the main determinant of HDL 

particle size was HDL-free cholesterol. This is an important observation; if free 

cholesterol (and not esterified cholesterol or triglycerides) is the main determinant of 

HDL particle size, it is possible that decreased cellular cholesterol efflux onto nascent 

HDL particles lead to the formation of small particles as seen in our patients. 

The recently characterized yLpE lipoprotein particle may offer insight on alternate 

mechanisms of cellular cholesterol efflux [69]. If an alternate cholesterol efflux system 

exists, independent of apo Al, it may offer some insight why a low HDL-cholesterol, 

even to extreme levels, is not associated with widespread arteriosclerosis. These 

cholesterol efflux mechanisms are still being characterized; their metabolic, cellular and 

molecular characterization will yield considerable knowledge on the mechanisms of 

cholesterol efflux and of the cardioprotective effects of HDL particles. 

Arteriosclerosis is a complex phenomenon; one must bear in mind that several 

other mechanisms, including the hemostatic system, endothelial cell function, cellular 
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signaling and immunological mechanisms, are involved [69]. Although a low HDL-
cholesterol has been associated with the development of arteriosclerosis, especially 

coronary artery disease, it is often in the context of multiple cardiovascular risk factors. 

It remains to be verified whether individuals with a low HDL-cholesterol, but who are 

nevertheless able to promote cholesterol efflux via a HDL (or an apo Al) independent 

pathway, are at lower risk for CAD. 
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Abstract 

Familial HDL Deficiency (FHD) is an autosomal dominant genetic lipoprotein 

disorder characterized by a severe decrease in HDL-C level (<5' percentile). Unlike 

Tangier disease, FHD is transmitted as an autosomal dominant trait. FHD subjects 

have none of the clinical manifestations of Tangier disease (Iymphoid tissue infiltration 

with cholesteryl esters, neurological manifestations). Plasma from FHD subjects contain 

pre-E3 migrating HDL but are deficient in cc-migratirig HDL. VVe hypothesized that a 

reduced HDL-C level in FHD is due to abnormal transport of cellular cholesterol to the 

plasma membrane resulting in reduced cholesterol (C) efflux onto nascent HDL 

particles, leading to lipid-depleted HDL particles which are rapidly catabolized. Cellular 

cholesterol nnetabolism was investigated in skin fibroblasts from FHD and control 

subjects. HDL3- and apoA-I-mediated cellular C and phosphatidyl choline (PC) efflux 

was examined by labeling cells with 3H-cholesterol and 3H-choline respectively during 

growth and cholesterol loaded in growth arrest. FHD cells displayed a —25% reduction in 

HDL3-mediated cellular C efflux and a —50-80% reduction in apoA-I-mediated C and PC 

efflux compared with normal cells. Cellular cholesterol ester (CE) levels were decreased 

when cholesterol-labeled cells were incubated with HDL3  in normal cells, but CE 

mobilization was significantly reduced in FHD cells. HDL3  binding to fibroblasts and the 

possible role of the HDL binding protein (HBP)/vigilin in FHD was also investigated. No 

differences were observed in 125I-HDL3  binding to LDL-loaded cells between FHD and 

control cells. HBP/vigilin mRNA levels and its protein expression was constitutively 

expressed in FHD cells and could be modulated (-2-fold increase) by elevated cellular 

cholesterol in normal cells. ln conclusion FHD is characterized by reduced HDL3  and 

apoA-I-mediated cellular cholesterol efflux. It is not associated with abnormal cellular 

HDL3  binding or a defect in a putative HDL binding protein. 
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Introduction 

Coronary artery disease (CAD) is the major cause of death in our society [1] and 

reduced levels of HDL cholesterol (C) is a major risk factor for this disease [2]. VVithin a 

population, a decreased level of HDL-C is the best discriminator between CAD and 

controls [3,4, 34], and nearly half of CAD cases have a low HDL-C [5]. Our study of 

familial lipoprotein disorders showed a 4% pirevalence of isolated familial 

hypoalphalipoproteinemia in CAD subjects; this prevalence was similar to that of familial 

hypercholesterolemia found in 3-5% of premature CAD patients [6]. 

The main metabolic determinants of reduced HDL-C are still not completely 

understood. From case-control studies, it appears that a low HDL-cholesterol is often 

associated with unhealthy lifestyle or other lipid abnormalities and is part of a clustering 

of cardiovascular risk factors (cigarette smoking, obesity, hypertension, 

hypertriglyceridemia, elevated apo B) [7,8]. Secondary causes of low HDL-cholesterol, 

namely cigarette smoking, the use of thiazide diuretics, 6-adrenergic blockers or 

anabolic steroids, hospitalization, acute stress, trauma or myocardial infarction do not, in 

our clinical experience, lead to severe HDL deficiency. VVith the exception of the drug 

probucol, medication does not account for severe HDL deficiency. 

Known causes of severe HDL deficiency have been reviewed recently and include 

apoA-I gene rearrangements and nonsense mutations [9], some of the apoA-I point 

mutations (n=22) [10], LCAT deficiency [11], and Tangier disease [12,13]. Severe 

hypertriglyceridemia caused by lipoprotein lipase (LPL) gene defects, apo CII deficiency 

(an activator of LPL) or other (yet unknown) factors, is associated with severe 

reductions of HDL-cholesterol levels [13]. Tangier disease is characterized by very low 

HDL-cholesterol levels in homozygous subjects, cholesterol ester accumulation in 

lymphoid tissue, a relative increase in pro-apoA-I in plasma, a marked reduction in 

plasma apoA-I, and a reduced LDL-cholesterol level. Despite a profound reduction in 

HDL-cholesterol levels, less than 50% of subjects develop CAD before age 40 [14]. 

Heterozygous Tangier disease subjects have low normal HDL-C levels but are 

otherwise normal [13]. 

VVe have identified several cases of severe hypoalphalipoproteinemia which are not 

due to the aforementioned defects. VVe have studied three families where the low HDL 
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trait appears to segregate in an autosomal co-dominant mode [15]. None of the 

probands has fasting hypertriglyceridemia, diabetes, or clinical evidence of Tangier 

disease. ln addition, careful examination of apoA-I does not reveal abnormalities of the 

gene and protein. The phenotype does not segregate with the LPL gene or LCAT 

activity. These cases are similar in many respects to the ones reported by Cheung et al. 

[16] and Rader et al. [17]. 

Walter et al. [18], Francis et al. [19], Rogler et al. [20] and Ramaley et al. [21] have 

independently shown that skin fibroblasts from subjects with Tangier disease have a 

marked defect in cellular cholesterol homeostasis and efflux. Biochemical abnormalities 

in our patients suggest a mild form of Tangier disease (although our patients have none 

of the clinical manifestations of Tangier disease). We have thus hypothesized that 

abnormal intracellular cholesterol transport resulting in a reduction in efflux of 

cholesterol from of our FHD patients could be the underlying physiologic abnormality; 

thus leading to cholesterol and neutral lipid depleted HDL particles that would be rapidly 

catabolized [15]. 

The purpose of this study, therefore, was to examine the mechanisms of cellular 

cholesterol efflux and intracellular cholesterol homeostasis and transport in skin 

fibroblasts from subjects with severe HDL deficiency and normal controls. The 

segregation of the low HDL trait with the HDL binding protein (HBP)/vigilin gene and the 

regulation of HBP/vigilin at the mRNA and protein levels was also examined. 

Material and Methods 

Patient Selection. Patients were selected from the Lipid Clinics of the Clinical Research 

Institute of Montreal and the Montreal Heart Institute. Subjects were selected if they 

had an HDL-cholesterol level <5th percentile for age and gender, with a plasma 

concentration of triglycerides <95th percentile [23] and had a first-degree relative with 

the same lipid abnormality. ln addition, the patients did not have diabetes. The apoA-I 

level was determined by nephelometry and its molecular weight verified by 

polyacrylamide gradient gel electrophoresis (PAGGE); the possibility of an abnormal 

form of apoA-I was ascertained by isoelectrofocusing. Upon fulfilling these criteria, the 

family of the proband was screened and a skin biopsy was taken in the proband and 

other affected kindred members for fibroblast culture. The protocol has been reviewed 
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and accepted by the Ethics Committee of the Clinical Research Institute of Montreal. All 

subjects signed separate informed consent for plasma sampling and storage, DNA 

isolation and storage and skin biopsies. For comparison purposes, we included 

experiments performed on cells from control subjects, FHD probands and two patients 

with Tangier disease previously reported [19]. 

Family Studies. Family members were contacted by a research nurse after having 

previously been contacted by the proband. After obtaining informed consent, blood was 

withdrawn in EDTA-containing tubes for plasma lipid, lipoprotein cholesterol, apo A-I and 

triglyceride analyses, as well as storage at -80°C. Leukocytes were isolated from the 

buffy coat for DNA extraction. Plasma levels of apoA-I and B are determined by 

nephelometry as previously described [15], and the apo E phenotype was determined 

by IEF. The family studies were performed in accordance with the guidelines issued by 

the Ethics Committee of the Clinical Research Institute of Montreal. 

Lipoproteins Analysis and Characterization. Lipoproteins were isolated by sequential 

ultracentrifugation or by density gradient ultracentrifugation [23]. Cholesterol [24] (free 

and esterified), triglycerides [25], and phospholipids [26] were determined on 

lipoproteins and, in some cases, on a continuous spectrum of plasma lipoprotein 

particles in density gradient fractions. Polyacrylamide gel electrophoresis was carried 

out on 7% straight gels or on 4-22% gradient gels [27]. HDL sizing was performed on 

preformed polyacrylamide gradient gels as described [28]. Two dimensional gels of 

plasma lipoproteins were performed; the first dimension consists of an agarose gel 

0.75%plasma lipoprotein electrophoresis and the second dimension, a non-denaturing 

polyacrylamide 3-24% gradient gel [29]. The gel was then transferred onto a 

nitrocellulose membrane and immunoblotted with 1251-labeled anti-human apoA-I 

antibody. 

Cell Culture. Skin fibroblast cultures were established from 3.0 mm punch biopsies of 

the forearm of FHD patients and healthy control subjects. Primary cultures were grown 

in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, Gibco-BRL), supplemented with 

penicillin (100 U/mL), streptomycin (100 itg/mL), 0.1% non-essential amino acids and 

20% newborn calf serum (NCS, Gibco-BRL) and maintained at 37°C in a humidified 

incubator (5% 002) in 25 cm2  flasks. After subsequent passages, cells were incubated 

with DMEM with 10% NCS (DMEM-NCS) in 75 cm2  stock flasks for 5-12 passages. 
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After the cells were cultured under defined experimental conditions, trypsin (0.05%) in 

0.53 mM EDTA•Na was used to separate the cells from the flask. Depending on the 

experiments, 5x104  or 5x105  cells were seeded in 35 or 100 mm petri dish containing 

respectively 2 or 10 mL of DMEM-NCS. Fibroblasts from four normal subjects, three 

FHD subjects (MGA, ABE, JBE) one subject with very low HDL-C level but with 

associated mild hypertriglyceridemia, mild hyperglycemia and elevated apo B level 

(GCH), and two subjects with Tangier disease (cell Unes TD1 and TD2 as previously 

described [19]) were used for the experiments. 

Cellular Cholesterol Labeling and Loading. Two cellular cholesterol labeling models 

were used in efflux experiments. VVe used 31-1-cholesterol (21.8 Ci/mmol, New England 

Nuclear, Dupont) (0.2 pCi/mL) for efflux experiments where the cholesterol appears 

predominantly on the plasma membrane [30]. Cells were grown to confluence and 'H-

cholesterol in DMEM with 10% NCS was added for 24 hours. Experiments were carried 

out after extensive washes in phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.1% bovine 

serum albumin (PBS-BSA). Because most (>85%) of radiolabeled cholesterol was 

found associated with the plasma membrane when confluent cells are labeled, to 

introduce label in subcellular cholesterol pools we labeled the cells as described [31] 

with slight modification. Briefly, after the cells reached approximately 50-70% confluence 

(4-5 days), cholesterol labeling was performed with 31-1-cholesterol (0.2 pCi/mL) in 

DMEM-NCS (during growth phase) for 3 days and loaded with non lipoprotein 

cholesterol (20 pg/mL) for 24 hours in DMEM containing 2 mg/mL BSA without serum 

(grovvth arrested phase). The cellular cholesterol pools were then allowed to equilibrate 

for a further 48 hours in DMEM-BSA. Efflux studies were then carried out using HDL3  or 

purified apoA-I of the indicated concentrations. 

ln some experiments, cells were cholesterol-loaded with cold LDL isolated from 

normal human plasma. On day 5 after seeding, as the cells reached —70% confluence, 

the medium was removed and the cell monolayer was washed 3 times with PBS-BSA 

then incubated in DMEM supplemented with 5% lipoprotein deficient serum (LPDS) for 

48 hours to deplete intracellular cholesterol and up-regulate the LDL-receptor. Cells 

were then washed 3 times with PBS-BSA and the medium were replaced for: 1], DMEM 

+ BSA (2 mg/mL) 2], DMEM + BSA (2 mg/mi) + LDL (30 pg protein/mL) 3], DMEM + 

BSA (2 mg/mi) + LDL (30 pg protein/mL) + an acyl-CoA:cholesterol acyltransferase 
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(ACAT) inhibitor (2 pg/mL, Sandoz compound 58035). To radiolabel cells by the 

lysosomal pathway, cells were incubated for 6 hours in DMEM-BSA with 3H-cholesteryl 

linoleate-labeled LDL (40 pg/mL) as previously described [19]. 

Preparation of Cholesterol Acceptor Particles. HDL3  and LDL were freshly prepared 

from a pool of normolipidemic donors or from plasma obtained from the Canadian Red 

Cross. Lipoprotein were isolated by standard sequential ultracentrifugation with density 

(d) adjusted with KBr (HDL3, d=1.125-1.210 g/mL; LDL, d=1.019-1.063 g/mL). The 

preparation was extensively dialyzed in PBS (NaCI, 138 mM; KCI, 2.7 mM; NaOH, 51.7 

mM; KH2PO4, 0.575 mM; EDTA, 0.385 mM; pH 7.4) and stored at 4°C for up to one 

month. Protein concentration was determined by the method of Lowry. ApoA-I was 

isolated by gel permeation chromatography as described [32] after isolation from whole 

blood of total HDL particles by ultracentrifugation. The HDL preparation was delipidated 

in acetone:ethanol (1:1) and diethyl ether; HDL proteins were then evaporated to 

dryness under a stream of N2 and resuspended in 50 mM glycine, 4 mM NaOH, 0.5 M 

NaCI and 6 M urea (pH 8.8) at the concentration of 20-30 mg/mL. Total proteins were 

fractionated at 4°C on two Sephacryl S-200 (Pharmacia) columns (2.6 x 100 cm) 

equilibrated and eluted with the same buffer (45 mL/hr). Fractions contained in the 

apoA-I peak were extensively dialyzed in 0.01 M NH4HCO3, then lyophilized and 

resuspended in PBS at concentration of 1 mg/mL. Protein purity on each apoA-I 

fraction were assayed on PAGGE and appropriate fractions pooled, dialyzed in PBS and 

lyophilized before being stored at -70°C. 

Cell Fractionation on Sucrose Density Gradient. Cells were fractionated on a sucrose 

density gradient as outlined by Lange et al. [33]. Linear sucrose density gradients of 12 

mL were prepared in 5 mM NaPO4, pH 7.5, containing 20-54% (w:v) sucrose. 

Approximately 8x106  fibroblasts from two T-175 cm2  flasks were homogenized in 

homogenization buffer (310 mM sucrose, 5 mM NaPO4, pH 7.5). The homogenates 

were cleared of cellular debris by centrifugation at 800 x g for 5 min and then loaded 

onto the sucrose gradient. Ultracentrifugation was carried out at 38 000 rpm in a 

Beckman SVV 40.1 rotor for 16 hours at 3°C. Fractionation of the density gradient was 

carried out by puncturing the bottom of the tube and filling the tube with a 65% (w:v) 

sucrose solution at a rate of 1 mL/min; the eluent was passed through a UV detector 

(280 nm) and collected in equal fractions (0.4-0.5 mL). VVe used the membrane- 
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associated enzyme 5 nucleotidase as a marker of plasma membranes. The method 

used has been previously described [33]. Briefly, aliquots of cell homogenate fraction 

were incubated in an assay buffer (50 mM glycine, pH 9.0; 0.4 mM MgC12  and 0.16 mM 

5'-AMP) for 30 min at 370C. The tubes were then chilled on ice to stop the reaction and 

solution was adjusted to a final concentration of 37.5 mM ZnSO4  and Ba(OH)2  to 

precipitate the unreacted substrate with 0.25 mM ZnSO4 and saturated Ba(OH)2. After 

centrifugation (10,000 x g, 10 min.), the optical density was read at 260 nm. 

Cholesterol Efflux Studies. Efflux studies were carried out on 3H-cholesterol labeled 

cells from time 0 to 24 hours in the presence of HDL, (100 µg/mL protein) or purified 

apoA-I (10 pg/mL protein). Efflux was determined as % total cholesterol in the medium 

(3H in medium/3H in medium + 31-I in cells after 1N NaOH hydrolysis) after the cells were 

incubated for specified periods of time. Each experiment was performed in triplicate and 

each cell line was tested at least three times. Representative results from these 

experiments are shown in figures 3, 4 and 5. 

Phospholipid efflux. Confluent cells were cholesterol loaded for 24 hours and cholesterol 

pools were allowed to equilibrate for 48 hours. During the last 24 hours of this 

incubation, medium was replaced by DMEM containing 1 mg/mL BSA and 1 pCi/mL 

[31-1]-choline chloride. The cells were then washed 4 times with PBS/BSA and once in 

DMEM before the addition of DMEM containing 1 mg/mL BSA and 10 pg/mL apoA-I. 

After incubation for the indicated times (0-24 hours), cells were chilled on ice, efflux 

medium was collected and centrifuged to precipitate cell debris. Aliquots were taken for 

radioactivity counting and extraction in Folch reagent (methanol:chloroform 2:1). Cell 

layers were rinsed twice with PBS-BSA and proteins were determined after treatment 

with NaOH (0.1N). 

Cellular cholesterol and cholestend esters measurement, thin layer chromatography 

(TLC). Cellular cholesterol was determined after extraction in HIP (hexane:isopropanol 

3:2) for 30 min. at room temperature. Lipid extracts were dried under N2 and 

resuspended in chloroform, along with cholesterol standards under identical conditions. 

Cellular cholesterol was determined by the o-phthalaldedyde method [34]. Briefly, o-

phthalaldedyde was added (0.5 mg/mL for 10 min.) and concentrated sulfuric acid 

added to the mix. Absorbance was read at 550 nm within the next 90 min. Cellular lipids 
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from an aliquot were dissolved in chloroform and separated on TLC plates using 

hexane:diethyl ether:acetic acid 80:20:1 as a solvent and iodine vapors to detect lipids. 

Free and esterified cholesterol were used as standards. 

Total RNA isolation, Ribonuclease Protection Assay. After the medium was removed, 

total RNA was isolated from the cell culture dish with a buffered phenol-isothiocyanate 

reagent (Trizol) (GIBCO BRL) as suggested by the manufacturer. Total RNA was 

quantified by absorbance at 260 nm. An RNase protection assay [35] was used to 

examine transcriptional regulation of the genes of interest. Briefly, a 485 bp fragment of 

the HBP/vigilin gene [36] was subcloned in the pGem3-Z plasmid (pHBP485) that allows 

the in vitro synthesis of sense and anti-sense (asRNA) of predetermined size. The anti- 

sense probe was radiolabeled with et32P-UTP. Total RNA isolated from cell cultures 

under conditions defined above was hybridized with the antisense probe. The RNA was 

then digested with RNases A and T1 and the mRNA-asRNA hybrids were protected 

from digestion. The protected fragments were then separated on a polyacrylamide gel 

with appropriate molecular weight standards. The gel was subsequently dried and 

exposed onto photographic film. The films were then scanned and quantified by optical 

densitometry. VVe used 18S ribosomal RNA as an internai standard; a 109 bp runoff 

transcript was derived from pT7RNA 18S template (Ambion, Austin, TX) 80 nucleotides 

which are complementary to hunnan 18s ribosomal RNA. 

Preparation of cRNA probe. The pHBP485 construct was linearized with the restriction 

enzyme Accl to obtain an asRNA (anti-sense RNA) fragment of 290 bp. RNA synthesis 

was performed using the MAXIscript RNA synthesis kit (Ambion, Austin, TX) as 

recommended by the manufacturer. Hybridization was set up on the same day as the 

asRNA probe synthesis. VVe used 10 pg of total RNA, precipitated with 200,000 cpm 

asRNA probe for HBP, 20,000 cpm for 18S in 2.5 vol/vol of ethanol. After incubation for 

4 minutes at 90°C, the samples were rapidly transferred at 42°C for overnight 

hybridization. Digestion and Electrophoresis: RNase digestion was performed in 200 pl 

of digestion buffer (300 mM NaCI, 10 mM Tris/HCI pH 7.4, 5 mM EDTA, 2.5 pg/mL 

ribonuclease A) (Pharmacia, Piscataway, NJ, USA), 25 U/mL RNase T1 (Boehringer 

Mannheim, Mannheim, Germany) and incubated for 30 minutes at 37°C. The RNase 

digestions were terminated by addition of Dx solution (Ambion). 	Pellets were 

resuspended in 10 pl of RNA loading buffer (80% formamide). The mixture was heated 
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for 4 minutes at 90°C and loaded onto denaturing 6% polyacrylamide, 7 M urea 

sequencing gel. After electrophoresis, the gel was dried for 30 minutes (Gel dryer 

model 583, Bio-Rad, Mississauga, Ontario) and exposed to X-ray film (Dupont, 

REFLECTION) overnight. The amounts of mRNA were determined by densitometry (1s-

1000 Digital Imaging System, Alpha lnnotech Corp, San Leandro, CA, USA). All bands 

were normalized to the intensity of the 18S RNA. 

HBP/vigilin immunoblot analysis. Cell monolayers from 100 mm culture dishes were 

harvested with a rubber policeman into 150 mM NaCI, 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1 mM 

benzamidine, 0.5 mM phenymethylsulfonyl fluoride. Cells were pelleted by centrifugation 

at 800 x g for 10 min. The cell pellets were lysed in semple buffer (2% SDS, 20 % 

glycerol). VVe applied 100 pg of whole cell lysates to a 7% sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel (SDS-PAGE). The separated proteins were transferred to PVDF 

membrane (Immobilon-P, Millipore, Mississauga, Ont). The immunoblot was carried on 

at room temperature after the membrane was blocked in the Tris buffered saline/Tween 

(TBS-T) buffer (20 mM Tris pH 7.6, 137 mM NaCI, and 0.2% of Tween-20) containing 

5% non fat milk powder overnight at 4°C. Briefly, after washing with TBS-T buffer, the 

membrane was first incubated with rabbit anti-HBP/vigilin serum (directed against a 

synthetic 21 mer peptide RQGVLREIAEEYGGVMVSFPR, corresponding to amino acids 

819-840 of human HBP/vigilin) in a 1:500 dilution [37]. The membrane was washed and 

incubated with horseradish peroxidase conjugated anti-rabbit Ig; 1:1000 dilution 

(Amersham, Canada) for 1 hour at room temperature. The bands were visualized on X-

ray film by the chemiluminescence (ECL detection system, Amersham, Canada). The 

density of the band was determined by densitometry (ls-1000 Digital Imaging System, 

Alpha lnnotech Corp, San Leandro, CA). 

1251-HDL3  binding studies. HDL was prepared by sequential density ultracentrifugation 

(d=1.125-1.210 g/mL) from normolipidemic subjects and radiolabeled with 1251 using 

the lodo-Gen method (Pierce, Rockford, IL). Binding studies were performed after 

growing cells in DMEM with 10% NCS (50,000 cells/dish) in triplicate to 70% confluence. 

After washing, DMEM with 10% LPDS was added for 48 hours to deplete intracellular 

cholesterol. The cells were then loaded with 30 pg of LDL protein with or without of 

ACAT inhibitor (2 pg/ml, Sandoz 58035) for 24 hrs. The cells were washed twice with 

PBS containing 1 mg /m1 of fatty acid free bovine serum albumin (Sigma Chemical), 
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followed by a 1-hour incubation in the same buffer at 37°C; after tvvo rapid washes with 

the same buffer, the cells were chilled to 4°C for 15 min. The binding study was carried 

on 4°C, in DMEM medium containing 5 pg/ml of 125I-HDL protein and 2 mg/m1 of fatty 

acid free bovine serum albumin for 2 hours. After extensive washes with PBS 

containing 2 mg/m1 of BSA and PBS alone at 4°C, the cells were dissolved in 0.1 N 

NaOH, at room temperature and aliquots were assayed for 1251 radioactivity and protein 

determination. 

Results 

Patients and controls. The biochemical characteristics of the four subjects (one woman 

and three men) with HDL deficiency and the four control subjects are shown in the 

Table. All patients had a marked reduction in HDL-C level (<5' percentile for age and 

gender), as previously defined [15]. Specifically, no mutation of the apoA-I gene was 

Clinical and Biochemical Characteristics of FHD and Control Subjects 

Subjects Gender 	Age,y CAD Smoker HBP 
Total Chol 

mmol/L 
TG 

mmol/L 
VLDL*, mmol/L HDL-C 

mmol/L TG Chol 
Controls 

JGE M 36 N N N 5.80 2.00 ND 0.91 1.63 
SPA M 35 N N N 4.72 1.80 ND 0.82 1.13 
MMA M 32 N N N 4.14 0.77 ND 0.35 1.16 
JGR M 32 N N N 4.18 0.78 ND 0.36 1.73 

FHD 
ABE M 48 Y Y Y 3.68 1.48 1.32 0.46 0.18 
JBE M 39 N N N 3.53 2.65 2.49 1.21 0.13 
GCH M 53 Y Y Y 6.02 3.63 3.08 1.77 0.38 
MGA F 30 N N N 4.61 2.61 1.83 1.09 0.27 

"Smoker" refers to cigarette only; HBP, high blood pressure; Chol, cholesterol; TG, triglycerides; 
and ND, not determined. *Refers to d<1.006 g/mL TGs. 

identified, there was no diabetes or severe hypertriglyceridemia and there was no 

evidence of Tangier disease. They did not have LCAT deficiency (as described in the 

original report, LCAT activity was low normal). FHD patients described in this report 

correspond to the probands presented in the study by Marcil M et al. [15]; subject ABE 

corresponds to 24430-301, his brother, JBE corresponds to 24430-313; subject MGA is 

24723-301 and GCH is 24842-301. This latter patient is considered not to have FHD but 

severe HDL deficiency associated with elevated apo B level and multiple metabolic 

abnormalities. The four control subjects were all of the same ethnic origin as the FHD 
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subjects (French Canadian) and were normolipidemic. An additional four control 

subjects were used in experiments performed with fibroblasts from subjects with Tangier 

disease as previously described [19]. Patients with FHD had HDL-C levels ranging from 

0.13-0.27 mmol/L, which were <<5th percentile for age- and gender-matched subjects. 

Plasma apoA-I levels were approximately 20-50% of normal [15]. It should be noted that 

subject JBE is the younger brother of subject ABE. Complete medical examination of 

these FHD subjects failed to reveal corneal opacifies, hepatic or splenic enlargement, 

orange discoloration of tonsils or evidence of peripheral neuropathy. The proband ABE 

presented initially with single vessel coronary disease and had to undergo by-pass 

surgery three years later for progressive CAD that included the left main coronary artery. 

Patient GCH underwent coronary by-pass surgery at age 41 years. The other two 

subjects were clinically free of CAD. 

HDL in FHD patients. The composition of HDL particles in FHD patients was analyzed 

by sucrose gradient ultracentrifugation of plasma. Figure 1 shows the results of 

composition analysis for one patient and one control subject. The HDL fraction is 

characterized by a marked depletion of phospholipids, cholesterol (not shown) and 

cholesteryl esters and a -50% reduction in HDL proteins. Interestingly, the triglyceride-

rich lipoprotein (TRL) fraction representing intermediate-sized lipoproteins was 

increased in FHD subjects reflecting an increase in plasma triglycerides and suggesting 

that the metabolic defect in FHD alters TRL metabolism. ApoA-I-containing lipoproteins 

were examined by two-dimensional gel electrophoresis whereby lipoproteins were 

separated in the first dimension by charge and in the second dimension by size. Gels 

were transferred onto nylon membranes and immunoblotted with anti-apoA-I. Figure 2 

shows the results from the four patients and a representative control subject. ApoA-I-

containing particles in FHD patients are characterized by the presence of pre 13-1 and 

pre 13-2 particles and a marked absence of cc-migrating apoA-I particles. 

Cellular Cholesterol Efflux. VVe first examined HDL3- and apoA-I -mediated cholesterol 

efflux in fibroblasts labeled with 31-1-cholesterol during growth and cholesterol-loaded in 

growth arrest (see Material and Methods). ln three of the four FHD patients tested, 

HDL3-mediated efflux was significantly (p<0.01) decreased compared with control cells 

by approximately 25-30% (Figure 3). ln separate sets of experiments, we measured 
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Figure 1. Separation of plasma lipoproteins by density gradient ultracentrifugation from 
an FHD patient and a control subject. Proteins, triglycerides, phospholipids and total 
cholesterol were measured in individual fractions as depicted in panels A, B, C, and D 
respectively. 
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Figure 2. Two-dimensional gel electrophoretic separation of apoA-I-
containing lipoproteins from a control subject and the four patients with 
HDL deficiency (MGA, GCH, ABE and JBE). HDL-cholesterol values for 
these subjects are given in the Table. The first dimension consists of an 
agarose gel electrophoresis of plasma lipoproteins. The second 
dimension is a non-denaturing polyacrylamide (2-15%) gradient gel [27] 
transferred onto a nitrocellulose membrane and immunodetected with a 
polyclonal [121]-apoA-I antibody. The different subpopulations of apoA-I-
containing HDL are shown in the diagramatic representation of the 
normal control subject. The molecular size, is shown in nm. 



12 24 

40 

2 
0 
CD 30 G) 
o m 
9 i 20 

cl 

0 

0 

110 

Time (Hours) 
Figure 3. HDL3  (100 pg/mL)-mediated cholesterol efflux in fibroblasts from control 
subjects (,) compared with that in subjects with FHD (open symbols). Cells were labeled 
with 3H-cholesterol (24 hours) during growth and loaded with cold cholesterol (20 !.tg/mL 
for 24 hours) during growth arrest. Cells were incubated in the presence of HDL3  (100 
µg/mL HDL3  protein) for the indicated periods of time. The medium was collected for 3H-
cholesterol determination. Results of experiments performed in triplicate are shown. 

apoA-I-mediated (10 pg/mL) cholesterol efflux from FHD and normal cells that were 

either radiolabeled with 3H-cholesterol and loaded with cholesterol (Figure 4A) or were 

depleted of cholesterol and then loaded with LDL-derived 3H-cholesteryl linoleate 

(Figure 4B). For comparison purposes, similar experiments were performed with 

fibroblasts from two subjects with Tangier disease (as previously described in Francis G. 

et al. [19]). Efflux at 24 hours in the cholesterol labeled/cholesterol loaded model is 

markedly reduced in FHD cells with the exception of cells from subject GCH. When 

cholesterol depleted cells were labeled with LDL derived 3H-cholesterol, a similar defect 

in afflux was noted for FHD patients JBE and MGA but not for GCH. ln these sets of 

experiments, subject ABE was not tested. 
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Figure 4. ApoA-I (10 p,g/mL protein)-mediated cellular cholesterol efflux in individual cell 
lines. For comparaison purposes, similar experiments were performed in cells from 2 
subjects with Tangier disease as well as control subjects as previously reported [19]. A, 
efflux experiments were carried in conditions similar to those in Figure 3, except that 
cells were radiolabeled for 3 days and cholesterol loaded with cholesterol (30 Ftg/mL) for 
48 hours. B, apoA-I-mediated cellular cholesterol efflux in fibroblasts labeled with LDL 
14C-cholesteryl oleate as described in Methods. 
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ln one subject (GCH), no difference from normal was seen in either HDL3- or apoA-I-

mediated efflux (Figures 3 and 4). As previously hypothesized in the original description 

of FHD [15], this patient has elevated apo B, a slightly raised fasting glucose level (6.9 

mmol/L), abdominal obesity and mild hypertriglyceridemia. These features are 

consistent with the plurimetabolic syndrome of peripheral insulin resistance, obesity and 

dyslipidemia [38]. Thus, the syndrome of severe hypoalphalipoproteinemia is 

heterogeneous and may be associated, in some instances, with increased apo B levels 

in plasma, as previously reported [8], and apparently normal apoA-I-mediated cellular 

cholesterol efflux. 

Passive desorption of membrane cholesterol (Figure 5). VVhen the cells were labeled 

with 3H-cholesterol at confluence, the rate of HDL3-mediated 3H-cholesterol efflux the 

rate of efflux over a 24-hour period was linear and there was no difference between 

normal and FHD cells, suggesting that plasma membrane associated cholesterol 

passively desorbs onto acceptor particles in a time- dependent fashion and that this 

process is normal in FHD cells. A significant proportion of 3H-cholesterol (>85%) was 

found associated with the plasma membrane fraction on sucrose gradient 

ultracentrifugation using exogenous cholesterol labeling at confluence (figure 5) than 

when the cells are 3H-cholesterol labeled in growth and cholesterol in growth arrest [19, 

45] (data not shown). 

Cholesteryl ester mobilization. VVe assessed the effects of HDL3  on cellular cholesteryl 

ester mobilization; we examined 3H-cholesteryl ester content of cells labeled with 3H-

cholesterol during growth and cholesterol-loaded cells in the growth-arrested state. 

After incubating the 3H-cholesterol labeled cells for the indicated periods of time, cellular 

lipids were extracted in HIP and separated by TLC; cellular proteins were then dissolved 

in 0.1N NaOH. ln cells from control subjects, there was a marked decrease in 3H-

cholesteryl esters, showing that HDL3  has the ability to mobilize cholesteryl esters for 

eventual translocation to the plasma membrane and efflux. ln contrast, FDH cells 

showed little mobilization of 3H-cholesteryl esters in response to HDL3  (Figure 6). 

Subject GCH had decreased CE mobilization compared with control cells but not to the 

same extent as FHD subjects. 
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Figure 5. Cholesterol efflux of plasma membrane-associated cholesterol. Cells were 
labeled with 311-cholesterol for 24 hours at confluence. Efflux studies were carried out 
for 0 to 24 hours in the presence of HDL3  (100 pg/mL protein). Efflux was determined 
as cpm in the medium after the cells were incubated for the specified amounts of time. 

VVe examined phospholipid (PL) efflux after radiolabeling cellular phospholipids with 

3H-choline. As shown in Figure 7, there was a marked, significant (p<0.01) decrease in 

the rate of apoA-I stimulated phosphatidylcholine efflux in FHD cells compared with 

controls. Because of the variability in the phosphatidyl choline efflux, data was 

normalized with respect to control subjects in each experiments. 

HDL, Binding to Fibroblasts from Normal and FHD Subjects. Previous studies of 

apolipoprotein-fibroblast interaction in Tangier disease has suggested that there might 

be an abnormality of binding of HDL apolipoproteins to the plasma membrane [19]. ln 

the present study, we used the same binding assay described previously [19], except 

that 125I-HDL was the ligand instead of 1251-apoA-I. We chose a temperature of 4°C in 

order to avoid potential incorporation of the lipoprotein by receptor-mediated uptake. 1251 

-HDL (514/mL medium) binding activities of fibroblasts at 4°C were measured at 
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approximately 20-40 ng HDL3  /mg cell protein and there were no significant differences 

between control and FHD cells (Figure 8). 
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Figure 6. Intracellular cholesteryl ester pools during HDL3-mediated cholesterol efflux in 
fibroblasts. Cell culture conditions were identical to those used for the experiments in 
Figure 3. After cells were incubated in the presence of HDL3, cholesteryl ester stores 
decreased in normal cells (•), but this effet markedly recuced in subjects with FHD 
(open symbols). The results are expressed as percent of values at t=0 hours. 

Cellular total cholesterol measurement in fibroblasts. VVe ascertained cellular cholesterol 

concentrations in control and FHD cells as well as the relative concentration of free 

cholesterol and cholesteryl esters. Fibroblasts from control and from FHD subjects had 

similar cellular cholesterol concentration at baseline, approximately 44-46 lig/mg cell 

protein (in the presence of normal calf serum), or approximately 80-84 tg 

cholesterol/mg cell protein after loading with LDL-derived cholesterol, with or without the 

ACAT inhibitor 58035 (Sandoz). ln the presence of the ACAT inhibitor, there is no 

formation of cholesteryl esters in cholesterol loaded cells as assessed by TLC (data not 

shown). There were no significant differences in cellular cholesterol concentrations in 
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Figure 7. ApoA-I-mediated phospholipid (PL) efflux determined after incubating 
cholesterol-loaded fibroblasts with 'H-choline. The efflux of phosphatidylcholine (PC) in 
FHD cells was•••-50% in FHD subjects (open symbols) compared with control subjects 
(.). Because of interexperiment variability in phospholipid efflux, each experiment was 
performed with at least 1 control subject, 1 FHD subject (ABE, JBE, MGA), and 1 
unrelated patient with low HDL-C (GCH). The results are expressed as % PC from 
control subjects at the 24 hour time point. 

control cells compared with FHD cells, with or without cholesterol loading. This suggests 

that, compared with control cells, there is no acute accumulation of cholesterol in FHD 

cells. Furthermore, the proportion of free and esterified cellular cholesterol was nearly 

identical in FHD and control cells. 

Regulation of HBP/vigilin mRNA Expression by Cholesterol Loading of Fibroblasts. HDL 
binding protein (HPB, also called vigilin [39]) is an ubiquitous protein that binds HDL on 

ligand blots and is induced by cholesterol and steroid hormones [40]. To test the 

possible involvement of abnormal expression of HPB/vigilin in FHD cells, we measured 

levels of HBP/vigilin mRNA by RNase protection assay in fibroblasts from three control 

and FHD subjects. As shown in Figure 9, the HBP/vigilin gene is constitutively 
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Figure 8. 1251-HDL ( 5µg/mL) binding to cholesterol loaded fibroblasts. Cells were grown 
in DMEM with 5% lipoprotein deficient serunn for 24 h and then in the presence of LDL 
(30 lig/mL). Experiments were carried in triplicate at 4°C for 2 hours. 

expressed in cholesterol-depleted cells in normal and FHD cells, but to a higher extent 

in FHD cells. When cells were incubated with LDL (30 pg/mL) for 24 to 48 hours, 

HBP/vigilin mRNA levels increased by 48 hours in normal cells. VVhen an ACAT inhibitor 

was added to prevent re-esterification of LDL-derived cholesterol, increased mRNA 

levels in normal cells was observed at 24 hours. These conditions did not increase 

mRNA levels to the same extent in FHD cells, perhaps because of the high constitutive 

expression. (Figure 9). HBP/vigilin expression in fibroblasts was also examined by 

immunoblot analysis. Two bands were revealed on the immunoblot at 110 and 130 kDa 

as previously shown [40]. ln control fibroblasts, expression of the 110 and 130 kDa 

protein bands was constitutive and did not appear to be significantly modulated by 

increased cellular cholesterol (even in the presence of the ACAT inhibitor). ln the FHD 

fibroblasts the response to increased cellular cholesterol concentrations was similar to 

control cells and no further increase was found in the presence of ACAT inhibitor (Figure 
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10). Thus, in contrast to mRNA levels, we were unable to detect significant changes in 

protein expression with cholesterol loading. 

CTL(JGE) 
	 FHD(ABE) 

Co 

0 

Figure 9. HBP mRNA levels determined by RNase protection assay (lower panel) and 
densitometric analysis of the scanned data, after adjustment for 18S RNA (upper panel). 
Skin fibroblasts were grown in the conditions described in the Methods: DMEM; LDL, 30 
p.g/mL medium; and LDL + ACAT INH., LDL 301.1,g/mL medium + ACAT inhibitor Sandoz 
58-035, 2 iig/mL medium. Each analysis was performed with 1 control subject (open 
bars) and 1 FHD subject (hatched bars). Similar results were found for subjects ABE, 
JBE, and MGA. 
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Figure 10. Immunoblot analysis of HBP in fibroblasts (lower panel) and densitometric 
scan of the protein bands selected by chemiluminescence (top panel). Left, control 
(CTL) subject; right, FHD subject. Cells were under the conditions shown in the figure: 
NCS; DMEM+BSA; LDL, 30 ilg/mL medium; and LDL+INH, LDL 30i.tg/mL  
medium+ACAT inhibitor Sandoz 58-035, 2 14/mL medium. Two bands of relative 
molecular weight 130 and 110 kDa are identified. 

HBP/vigilin gene haplotype analysis. Southern blots analysis were performed after 

digestion of genomic DNA with the enzymes Pstl, EcoRI, Xmnl, Sstl, Xbal and HindlIl 

and transfer onto nylon membranes and hybridization with the HBP/vigilin cDNA. No 

rearrangements of the HBP/vigilin gene was identified and no restriction fragment-length 

polymorphisms were identified with these six enzymes (data not shown). Haplotype 

analysis at the 2q37 locus were performed in the three kindred. We used the D2S395 

polymorphic marker obtained from the Généton map [41] that is located at 2q37, the 

locus of HBP [42]. Genetic variability at the D2S395 marker consists of a dinucleotide 

repeat with multiple alleles ranging in size from 144 to 166 bp [41]. There was no 
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segregation of the low HDL trait with the HBP gene locus (data not shown). VVe have 

previously reported that FHD did not segregate with apo Al, All and lipoprotein lipase 
gene polynnorphisms [15]. 

Discussion 

Familial HDL Deficiency is a disorder of lipoprotein metabolism characterized by 

markedly decreased HDL-C levels, reduced apoA-I levels (30-50% of normal), relative 

increase in pro-apoA-I, a co-dominant mode of inheritance, and absence of known 

causes of severe HDL deficiency (LCAT deficiency, apoA-I gene defects, severe 

hypertriglyceridemia and Tangier disease). ln the present study, we have found a 
decrease in HDL3- or apoA-I-mediated cellular cholesterol efflux in fibroblasts from 

patients with FHD. Furthermore, compared with control cells, HDL3-mediated cellular 
cholesteryl ester mobilization was abnormal in FHD cells. Although the cellular and 

genetic defects in FHD are unknown, the cellular phenotype of reduced cholesterol 

efflux closely resembles that observed in cells from patients with Tangier disease, [18-

21]. ln Tangier cells apoA-I-mediated cholesterol efflux is nearly abolished whereas in 

FHD cells, a decrease in —60% was observed. This is consistent with our previous view 

that FHD and Tangier disease may be part of a novel type of lipoprotein disorders 

caused by abnormal intracellular cholesterol transport [15]. Using stable isotope kinetic 

studies, we have recently shown that in two FHD subjects, ABE and JBE, apo Al 

containing HDL particles are rapidly catabolized, compared with normal subjects. Pro-

apoA-I, however was not catabolized faster in FHD subjects, compared with controls 

[43]. This datum suggests that once entering the plasma pool, apo A-I containing 

lipoproteins are unable to obtain cellular phospholipids and cholesterol and these 

particles are predominantly pre -13 migrating anr rapidly cleared from plasma. 

The mechanisms of cellular cholesterol transport and efflux are complex and poorly 

understood [30, 44]. Cellular cholesterol homeostasis is achieved by four well 

coordinated mechanisms: a) uptake of extracellular cholesterol through receptor 

mediated endocytosis of LDL particles, b) de novo synthesis of cholesterol from acetyl 

units via the HMG CoA reductase pathway, c) cholesteryl ester formation by acyl:CoA 

cholesterol acyl transferase and d), cholesterol efflux mediated by HDL particles. The 

latter mechanism involves two principal pathways; first, free cellular cholesterol is rapidly 
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transported to the plasma membrane where it is available for desorbtion onto HDL 

particles, following a concentration gradient. Cholesterol movement by this mechanism 

is bi-directional [30]. The second pathway involves the binding (or docking) of HDL 

particles, through the interaction of apoA-I with a specific cell-membrane binding site, 

followed by the activation of protein kinase C and the active translocation of cholesterol 

from the cytosol to the plasma membrane [45]. This process is dependent on the 

cytoskeleton and the Golgi apparatus [46]. The nature of proteins involved in HDL-cell 

interactions have been the subject of debate. Arnong the candidate proteins are 

HBP/vigilin [37] and the scavenger receptor B1 (SR-B1) [47]. More recently, Smart et 

al. [48] and Fielding et al. [49] have shown the importance of caveolae and the 

associated protein caveolin in mediating the transport of endegenous cholesterol from 

the endoplasmic reticulum to the plasma membrane. An elegant set of experiments 

revealed that caveolin is important in mediating the transport of intracellular cholesterol 

to the caveolae. Another protein, Sterol Carrier Protein x/2 (SCPx/2) has also been 

implicated in the initial rapid transport of cellular cholesterol to the plasma membrane 

[50]. 

The impaired HDL- and apoA-I-mediated lipid efflux in FHD fibroblasts does not 

appear to be related to defective HDL interaction with cell-surface-binding proteins. We 

found that binding of HDL3  at 4°C to cholesterol-loaded FHD fibroblasts was not 

significantly different than HDL3  binding to normal cells. It is unlikely that a defect in SR-

B1 could account for the lipid transport disorder in FHD, as this receptor does not 

appear to play a role in apolipoprotein-mediated cholesterol efflux [47]. We also show 

that differences in HBP/vigilin expression could not explain the impaired lipid transport in 

FHD cells. Basal levels of HBP/vigilin were actually higher in FHD fibroblasts than in 

normal cells although protein levels appear to be similar. To further test the involvement 

of HBP/vigilin, we examined the genetic variability at the 2q37 region that includes the 

HBP/vigilin gene [42, 51]. By Southern blotting analysis, we did not find genetic 

rearrangement and by haplotype analysis using an informative dinucleotide marker near 

the HBP/vigilin gene, we did not find segregation of the haplotype with the low HDL trait. 

On the basis of these findings, it is unlikely that the genetic defect in FHD resides in the 

HBP/vigilin gene. The actual function of HBP/vigilin is unknown. This protein contains 

repeated KH domains found in nucleic acid binding proteins [52, 53], and HBP/vigilin is 

induced by cholesterol [37] and sterol hormones [39, 54] and was shown to be highest 
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in lipid-laden macrophages and smooth muscle cells of human atherosclerotic lesions 

[55]. These results suggest that, although HBP/vigilin is unlikely to function as an HDL 

receptor, it does play some role in sterol metabolism. The current study shows that 

HBP/vigilin mRNA levels increased in normal fibroblasts when cells are loaded with LDL-

derived cholesterol, but this did not translate in increased protein expression. ln contrast 

to normal cells, cholesterol loading of FHD fibroblast did not increase HBP/vigilin mRNA 

levels, perhaps because baseline levels were already higher than normal. The high 

constitutive levels of HBP/vigilin mRNA in FHD fibroblasts may reflect impaired 

cholesterol transport in these cells. This could lead to accumulation of cholesterol within 

intracellular pools that regulate HBP/vigilin expression, even in the absence of 

exogenous cholesterol. 

Taken together, these data suggest that FHD is caused by a defect in cellular 

cholesterol mobilization and transport to the plasma membrane. The defect is not 

associated with decreased cellular binding of HDL particles and is unlikely to be related 

to a genetic defect or a functional disorder of HBP/vigilin. It is likely that the defect in 

FHD cells resides in a cascade of HDL-mediated cellular cholesterol transport to the 

plasma membrane and that this defect is distal to cell-surface HDL binding proteins. A 

more thorough characterization of cholesterol efflux mechanisms may be useful not 

solely in understanding basic cellular mechanisms but also in the hope of modulating 

cholesterol efflux for therapeutic purposes. 
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Chapitre 6: Études complémentaires non publiées 

6.1 Effet d'une activation pharmacologique de la protéine kinase C sur l'efflux du 

cholestérol intracellulaire dans les fibroblastes de sujets avec déficience familiale 
en HDL 

Il a été démontré dans des fibroblastes en culture que la présence de HDL3  induit la 
translocation du cholestérol cellulaire à la membrane plasmique par l'activation de la 

protéine kinase C [146]. Également, en présence d'un activateur de la protéine kinase 

C, le 1,2-dioctanoylglycérol (DOG), perméable à la membrane cellulaire, la translocation 

du cholestérol intracellulaire à la membrane plasmique et l'efflux du cholestérol étaient 
stimulés [146]. 

Cette étude avait pour but de vérifier si une stimulation de la PKC pouvait corriger la 

réduction de l'efflux du cholestérol intracellulaire observée dans les cellules de sujet 

présentant la déficience familiale en HDL. L'efflux du cholestérol cellulaire dans les 

fibroblastes chargés en cholestérol d'un sujet normal et affecté a été examiné après une 
stimulation de 24 h par des HDL3  en présence d'une concentration croissante (0-250 
pM) de DOG. 

La figure 6.1 démontre un efflux de cholestérol cellulaire diminué chez le sujet 

affecté (FHD) comparativement au sujet normal en absence de DOG. L'efflux de 

cholestérol augmente significativement en présence de DOG tant dans les cellules 

affectées que normales avec un efflux optimal atteint par une concentration de 100 pM 

de DOG. Cette augmentation atteint 15 % dans les cellules normales et 40% dans les 

cellules affectées. Un effet d'inhibition partielle apparaît à une concentration de 200 pM. 

Ces données supportent les observations démontrant une stimulation de l'efflux du 

cholestérol cellulaire par l'activation de la PKC. Le défaut de mobilisation du cholestérol 

intracellulaire chez le sujet affecté peut donc être rétabli et comparable au sujet normal 

par une activation exogène de la PKC, suggérant que le défaut moléculaire de la 

déficience familiale en HDL serait attribuable à un effecteur défectueux en amont de la 

PKC dans la transduction de signaux déclenchée par les HDL. 
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Figure 6.1. Efflux de cholestérol cellulaire provoqué par des HDL3  en présence de 
1,2-dioctanoylglycérol dans des fibroblastes de sujets FHD et normal. Les cellules 
ont été ensemencées dans des pétris de 35 mm, portées à mi-confluence dans des 
conditions standards de culture, puis radiomarquées jusqu'à confluence avec du 3H-
cholestérol dans un milieu contenant 10% de sérum. Les cellules étaient ensuite 
chargées en cholestérol non-lipoprotéinique (20 pg/mL) en croissance arrêtée pendant 
24 heures dans un milieu DMEM contenant 2 mg/mL de BSA. Avant l'efflux, les cellules 
étaient incubées pendant 48 heures dans un milieu DMEM contenant 1 mg/mL BSA 
afin de permettre l'équilibre des pools de cholestérol cellulaire. L'efflux de cholestérol 
était provoqué par incubation des cellules durant 24 heures dans un milieu DMEM-BSA 
contenant 500 pg/mL de HDL3  et la concentration indiquée de DOG (0-250 pM). Au 
temps 24 heures, les pétris de cellules étaient déposés sur glace puis le milieu retiré. 
Après centrifugation, un aliquot du milieu était prélevé pour radio-comptage du 3H. La 
couche cellulaire était rincée plusieurs fois avec PBS puis dissoute dans une solution 
NaOH 1N pour la mesure des protéines cellulaires. Le cholestérol radiomarqué et efflué 
dans le milieu est exprimé en cpm par mg de protéines cellulaires. Chacun des points 
corresponds à la moyenne (± écart type) des résultats obtenus dans trois pétris de 
cellules traitées dans les mêmes conditions. 
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6.2 Effet de l'inhibition de la synthèse protéique sur l'efflux du cholestérol 
intracellulaire 

Afin de vérifier si la mobilisation du cholestérol intracellulaire provoqué par des HDL 

nécessite une synthèse de novo de protéines, l'efflux de cholestérol cellulaire dans les 

fibroblastes d'un sujet normal a été examiné en présence de puromycine, un inhibiteur 

de la synthèse de protéines. 

La figure 6.2 démontre dans des fibroblastes normaux chargés en cholestérol une 

diminution de plus de 30% de l'efflux du cholestérol intracellulaire provoqué par des 

HDL3  en présence de 2.5-7.5 pg/mL de puromycine. La translocation intracellulaire et 

l'efflux du cholestérol cellulaire apparaissent donc dépendants d'une synthèse de novo 

de protéines suggérant la transcription de gènes codant pour des protéines impliquées 

dans le processus au cours d'une stimulation des cellules par des HDL3. Cette 

observation justifie des études d'analyse d'expression des protéines cellulaires ou 

d'ARNm au cours de la stimulation des cellules par des HDL3  visant à identifier une ou 

des protéines impliquées dans le processus de translocation et d'efflux du cholestérol 

intracellulaire. 
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Figure 6.2. Efflux de cholestérol cellulaire provoqué par des HDL3  en absence et 
en présence d'un inhibiteur de la synthèse protéique dans des fibroblastes d'un 
sujet normal. Les cellules ont été marquées et chargées en cholestérol comme décrit 
à la figure 3. Après la période d'équilibre des pools de cholestérol, les cellules étaient 
pré-incubées pendant 1 heure dans un milieu DMEM contenant 1 mg/mL BSA et la 
concentration indiquée de puromycine (0-7.5 pg/mL). L'efflux de cholestérol était 
stimulé par l'addition dans le même milieu de 100 pg/mL de HDL3  et mesuré après 6 
heures d'incubation des cellules dans ces conditions. Au temps 6 heures, les pétris de 
cellules étaient déposés sur glace puis le milieu retiré. Après centrifugation, un aliquot 
du milieu était prélevé pour radiocomptage du 'H. La couche cellulaire était rincée 
plusieurs fois avec PBS puis dissoute dans une solution NaOH 1N pour la mesure des 
protéines cellulaires. Le cholestérol radiomarqué et efflué dans le milieu est exprimé en 
cpm par mg de protéines cellulaires. Chacun des points corresponds à la moyenne (± 
écart type) des résultats obtenus dans trois pétris de cellules traitées dans les mêmes 
conditions. 



Chapitre 7: Discussion générale 

7.1 Variabilité des niveaux de cholestérol-HDL 

Deux formes d'hypoalphalipoprotéinémie génétiquement déterminées ont été 

étudiées. Les deux dyslipidémies associent un bas niveau de cholestérol-HDL à une 

expression métabolique et cellulaire caractéristique qui démontrent des bases 

étiologiques distinctes. Ces différences mettent en évidence l'hétérogénéité des causes 

de l'hypoalphalipoprotéinémie responsable des niveaux variables de cholestérol-HDL 

retrouvés dans la population générale. Seulement une faible portion de cette variabilité 

peut être expliquée par des facteurs génétiques connus [28,195,238]. Étant donné la 

forte hétérogénéité des particules HDL plasmatiques, leur participation et leur 

interdépendance étroite au métabolisme des autres lipoprotéines ainsi que leur rôle clé 

dans l'homéostasie du cholestérol cellulaire, le courant de retour du cholestérol au foie 

par la voie des HDL est un phénomène complexe qui implique de nombreux 

mécanismes physiologiques non entièrement résolus. L'altération d'un ou plus d'un de 

ces mécanismes, cellulaires ou extracellulaires, par un défaut génétique peut conduire à 

l'expression d'une hypoalphalipoprotéinémie et influencer le développement de 

l'athérosclérose coronarienne ou celui d'autres pathologies. 

Dans l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée, la diminution des niveaux de 

cholestérol-HDL accompagne une augmentation plasmatique de triglycérides et d'apoB 

avec présence de particules LDL denses, attribuable à une hyperproduction hépatique 

de VLDL et d'apoB [28,75,219]. L'état d'hypoalphalipoprotéinémie qui en résulte est 

secondaire et reflète la présence d'autres troubles métaboliques des lipoprotéines. Par 

exemple, une augmentation plasmatique des triglycérides est cause commune de 

l'abaissement des niveaux de cholestérol-HDL, le plus souvent associé à une diminution 

de la taille des particules HDL et à un accroissement du taux de catabolisme fractionnel 

de l'apoA-I [72]. Ce phénomène métabolique est explicable par la présence plus 

abondante de VLDL-triglycérides dans le plasma qui favorise les échanges d'esters de 

cholestérol et de triglycérides entre HDL et VLDL [28]. L'action subséquente de la lipase 

hépatique sur les HDL enrichies en triglycérides entraîne la réduction de la taille des 

particules, alors plus rapidement catabolisées, tandis que les VLDL enrichies en esters 

de cholestérol favorisent la production de particules LDL. Une hypoalphalipoprotéinémie 
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peut également être renforcée par une lipolyse inefficace des triglycérides des VLDL et 

chylomicrons, provoquant une hypertriglycéridémie et réduisant la libération plasmatique 

d'apoA-I et de phospholipides nécessaires à la production de particules HDL naissantes 

[181]. 

Une forme sévère d'hypoalphalipoprotéinémie familiale est retrouvée chez des 

sujets ne présentant pas d'autres troubles des lipoprotéines ou troubles métaboliques 

connus comme phénomène causal: absence d'hypertriglycéridémie sévère ou 

d'hyperapoB, absence de déficience enzymatique de la LCAT ou de la lipoprotéine 

lipase et absence de diabète (Chapitre 4). On retrouve chez ces sujets des particules 

HDL de taille réduite, appauvries en lipides (Chapitre 4,5) et un hypercatabolisme de 

l'apoA-I [202], plaidant en faveur d'un catabolisme accru des particules HDL plutôt 

qu'une réduction de leur synthèse. Une anomalie du métabolisme intracellulaire du 

cholestérol est essentiellement retrouvée chez ces individus (Chapitre 5). L'anomalie se 

caractérise par un défaut du transport intracellulaire du cholestérol, du cytosol à la 

membrane plasmique, et une réduction de l'efflux des phospholipides et cholestérol 

cellulaires vers des accepteurs, comparable qualitativement à celui observé dans la 

maladie de Tangier [164,165,243] mais quantitativement de moindre intensité: l'efflux 

de cholestérol cellulaire provoqué par l'apoA-I ou par des HDL3  dans des fibroblastes 

est réduit de 40 à 60% par rapport à des niveaux normaux alors qu'il est trouvé inférieur 

à 10% dans les cellules de Tangier. 

7.2 Hyperlipoprotéinémie familiale combinée 

Une hypoalphalipoprotéinémie familiale demeure un désordre commun des lipides 

plus souvent associé à l'hypertriglycéridémie notamment retrouvée dans l'hyperlipopro-

téinémie familiale combinée. Cette dernière est l'une des dyslipidémies les plus 

fréquemment rencontrées dans la maladie coronarienne précoce (1O%) [29] avec une 

prévalence de 0.5 à 2% dans la population [247]. Dans cette forme de dyslipidémie, une 

diminution des niveaux plasmatiques de cholestérol-HDL est une conséquence 

métabolique d'une augmentation du nombre de particules contenant l'apoB due à une 

hyperproduction hépatique de particules VLDL [75,246]. Les bases moléculaires du 

défaut demeurent actuellement inconnues. Des études génétiques indiquent que le 
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défaut pourrait être soit monogénique dominant ou être l'effet combiné de multiples 

gènes [227]. 

7.2.1 Aspect métabolique 

Plusieurs modèles ont été proposés pour expliquer le défaut métabolique de 

l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée. Ainsi, en démontrant l'existence d'un 

marqueur génétique au locus du complexe génique apoA-1—C-111—A-1V, VVojciechowski et 

ses collaborateurs [69] suggèrent que l'apoA-IV facilite le transfert de l'apoC-I1 aux 

chylomicrons; considérant l'apoC-I1 comme un cofacteur essentiel à l'activation de la 

lipoprotéine lipase pour la lipolyse des particules riches en triglycérides, un défaut 

génique de l'apoA-IV pourrait provoquer l'état d'hypertriglycéridémie typiquement 

rencontré dans cette dyslipidémie. De plus, l'apoC-III, inhibant la lipoprotéine lipase, la 

lipase hépatique de même que la captation des IDL et des résidus de chylomicrons par 

le foie, pourrait affecter les niveaux de triglycérides et de cholestérol plasmatiques par 

un défaut génique causant sa surexpression. 

7.2.2 Aspect génétique 

S'appuyant sur l'expression variable du phénotype de l'hyperlipoprotéinémie 

familiale combinée, Kwiterovich [245] propose la participation de plusieurs locus. Deux 

principales classes de gènes (X et Y) y seraient impliquées. Les gènes de classe X sont 

ceux appartenant à un groupe de gènes dont une mutation entraînerait une 

augmentation de synthèse de l'apoB dans le foie. Le gène de l'apoB, les éléments 

protéiques de liaison trans à l'ADN pour le gène de l'apoB et les gènes impliqués dans 

les événements post-traductionnels de l'apoB au niveau hépatique figurent parmi ces 

gènes. Les gènes de classe Y sont ceux dont des mutations provoqueraient une 

augmentation des niveaux plasmatiques de triglycérides. Ces gènes pourraient inclure 

le gène de la lipoprotéine lipase, le complexe génique apoA-1—C-111—A-1V, le gène du 

récepteur à l'insuline et le gène de susceptibilité à l'athérosclérose. N'importe quelle 

combinaison de deux mutations de gènes de classe X et Y produirait une pleine 

expression du phénotype. 
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7.2.3 Aspect moléculaire 

Pour investiguer les bases moléculaires de l'hyperlipoprotéinémie familiale 

combinée, l'approche gène candidat fut utilisée. La variabilité génétique sur le complexe 

génique apoA-I—C-III—A-IV et les mutations de la lipoprotéine lipase ont été examinées 

dans des familles canadiennes française exprimant un phénotype dyslipidémique 

compatible à l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée (Chapitre 3). La population 

québécoise de souche française apparaît particulièrement touchée par des 

dyslipidémies familiales issues de gènes fondateurs et s'avère donc une population 

stratégique pour l'étude de mutations géniques causant des dyslipidémies. Dans 

l'échantillon étudié, aucune association n'a pu être établie entre les fragments de 

restrictions polymorphiques Xmnl et Sstl sur le complexe génique apoA-I—C-III—A-IV et 

le phénotype de l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée. Étant donné la très faible 

probabilité de recombinaison allélique au voisinage d'une mutation potentielle, 

l'implication véritable de ce locus dans la dyslipidémie aurait nécessairement démontré 

une coségrégation de l'haplotype avec la présence du phénotype dyslipidémique dans 

les familles étudiées. Les observations de VVojciechowski [69] et Hayden [229] 

deviennent ainsi inconsistantes avec celles obtenues dans la population étudiée et 

lèvent donc le doute sur le rôle physiologique du locus apoA-I—C-III—A-IV dans la cause 

moléculaire de l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée. 

Une diminution de l'activité de la lipoprotéine lipase fut démontrée dans un tiers des 

cas d'hyperlipoprotéinémie familiale combinée [225], suggérant que des mutations 

fonctionnelles du gène de la lipoprotéine lipase puissent être associées au phénotype 

de cette dyslipidémie. Dans l'échantillon étudié, aucune des mutations fonctionnelles de 

la lipoprotéine lipase fréquemment retrouvées dans la population canadienne française 

(1-PL-Gly188Glu, 1-PI-Pro207Lew 1—PLAsp250Asn) n'a pu être associée au phénotype de 

l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée. La dyslipidémie étant relativement commune 

dans la population canadienne française et les mutations examinées comptant pour 

97% des cas de déficiences familiales en lipoprotéine lipase au Québec auraient fort 

probablement démontré une relation avec le phénotype de la dyslipidémie dans cette 

population si un défaut génétique fonctionnel de la lipoprotéine lipase au site catalytique 

était impliqué comme cause moléculaire de l'hyperlipoprotéinérnie familiale combinée. 

Une étude précédente [227] n'avait pu également établir un lien entre la dyslipidémie 
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dans des familles canadiennes françaises et ces mutations fréquentes de la lipoprotéine 

lipase ou des mutations silencieuses examinées par séquençage direct du gène. Ces 

observations suggèrent que des mutations fonctionnelles du gène de la lipoprotéine 

lipase ne soient pas associées au phénotype de l'hyperlipoprotéinémie familiale 

combinée dans une fraction des cas tel que rapporté précédemment [225]. 

L'une des principales difficultés de l'étude de l'hyperlipoprotéinémie familiale 

combinée réside à une identification non ambiguë des cas, dû à la forte variabilité du 

phénotype. La définition du phénotype s'est appuyée sur une norme arbitraire basée sur 

la distribution normale des valeurs de lipides dans la population. Arbitrairement, les 

valeurs situées dans les 5% supérieures ou inférieures d'une distribution normale 

définissent habituellement une anomalie [91]. Le phénotype de l'hyperlipoprotéinémie 

familiale combinée a été attribué en considérant anormales des valeurs de LDL-

cholestérol et triglycérides dans les 10% supérieures de la distribution normale de ces 

valeurs de lipides au sein de la population (selon les données fournies dans réf. 118). 

Cette mesure contribue à dichotomiser des variables biologiques continues entraînant le 

risque de considérer comme anormales des valeurs normales et comme normales des 

valeurs anormales. De plus, le phénotype de l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée, 

caractérisé par une augmentation anormale des valeurs de triglycérides ou de 

cholestérol-LDL ou des deux à la fois, chevauchent l'expression d'autres dyslipidémies 

rendant ainsi sa définition incertaine. 

7.2.4 Aspect cellulaire 

Des études tentant de définir un phénotype cellulaire dans l'hyperlipoprotéinémie 

familiale combinée ont examiné l'effet des protéines BP (basic protein) sur le 

métabolisme cellulaire des lipides. Il a été démontré que les protéines BP I, BP II et BP 

Ill stimulent la formation d'esters de lipides dans des fibroblastes normaux [248]. Dans 

les fibroblastes de sujets hyperapoB la synthèse de triglycérides stimulée par BP I est 

diminuée de 50% alors que la formation d'esters de cholestérol stimulée par BP II 

apparaît six fois supérieures [249]. Il est suggéré que le défaut cellulaire observé avec 

BP I soit responsable d'une captation postprandiale déficiente d'acides gras libres pour 

la formation de triglycérides dans les adipocytes, alors que le défaut cellulaire avec BP II 

stimule la formation d'une plus grande quantité d'esters de cholestérol au niveau 
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hépatique entraînant une surproduction d'apoB et VLDL [250]. Ces défauts cellulaires 

ont été observés tant dans les fibroblastes de sujets avec hyperapoB qu'avec 

hyperlipidémie familiale combinée [250]. 

Il est rapporté que la liaison spécifique de l'acylation-stimulatory protein (ASP) aux 

fibroblastes de sujets hyperapoB est diminuée d'environ 50%. L'ASP, décrite par 

Cianflone et ses collaborateurs [251], apparaît identique à la protéine BP I [248]. Ces 

observations démontrent que seulement la moitié des sites de liaison pour l'ASP (ou BP 

l) sont exprimés dans les fibroblastes de sujets hyperapoB. De plus, cette diminution de 

liaison de l'ASP à la surface cellulaire apparaissait proportionnelle à la diminution de 

formation des triglycérides dans ces cellules [252]. Un défaut de liaison de l'ASP était 

retrouvé chez 50% des sujets avec hyperapoB. D'autres défauts, telle une déficience de 

la lipoprotéine lipase, pouvaient représenter les autres causes de l'hyperapoB. Ces 

données suggèrent que des mutations au locus génique d'un récepteur putatif des 

protéines BP puissent expliquer au niveau moléculaire une portion des cas 

d'hyperlipoprotéinémie familiale combinée. 

Nous avons démontré (Chapitre 5) qu'une déficience en HDL due à une hyperapoB 

ou hyperlipoprotéinémie familiale combinée n'est pas associée à un défaut cellulaire 

d'efflux de cholestérol. Bien que présentant une hypoalphalipoprotéinémie marquée, le 

sujet GCH démontre un efflux de cholestérol cellulaire provoqué par des HDL3  ou 

l'apoA-I comparable aux sujets normaux (Fig. 3,4). Chez ce sujet 

l'hypoalphalipoprotéinémie est accompagnée d'une élévation plasmatique de l'apoB et 

d'une augmentation modérée du cholestérol-LDL (Chapitre 4; Table 2, sujet 24842-301). 

Cette expression dyslipidémique suggère un phénotype d'hyperapoB où, de façon 

caractéristique, une hypoalphalipoprotéinémie secondaire, même sévère, apparaît non 

associée à un défaut de transport et d'efflux du cholestérol cellulaire tel qu'il est observé 

chez les sujets présentant une déficience familiale primaire en HDL (Chapitre 5). 

7.3 Déficience familiale en HDL 

Une hypoalphalipoprotéinémie familiale sans autres anomalies des lipoprotéines a 

été retrouvée chez 4% des sujets présentant une maladie coronarienne précoce [29]. À 

la lumière des connaissances actuelles, ce désordre peut être associé à des facteurs 

métaboliques (diabète), environnementaux (tabagisme, agents pharmacologiques), à de 
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rares défauts du complexe génique apoA-I—C-III—A-IV, à une déficience de l'enzyme 

LCAT, à la maladie de Tangier ou une hypoalphalipoprotéinémie familiale de cause 

inconnue. La déficience familiale en HDL fut ainsi nommée pour représenter une forme 

sévère d'hypoalphalipoprotéinémie familiale primaire en l'absence des signes cliniques 

de la maladie de Tangier et dont une caractérisation exhaustive n'a révélé aucune 

cause connue à ce jour d'hypoalphalipoprotéinémie sévère (Chapitre 4). Selon son 

expression biochimique, le défaut génétique apparaît transmis selon un mode 

autosomique codominant où sont retrouvées dans une même famille des valeurs de 

cholestérol-HDL extrêmement abaissées (< 5e percentile), normales ou intermédiaires 

(< 10e percentile). Au plan biochimique et cellulaire, l'anomalie s'apparente à la maladie 

de Tangier mais s'en différencie au plan clinique et génétique. Des niveaux fortement 

abaissés de cholestérol-HDL et d'apoA-I associés à un défaut de transport intracellulaire 

et d'efflux du cholestérol cellulaire sont retrouvés dans les deux syndromes mais seule 

la maladie de Tangier est associée à des symptômes cliniques pathognomoniques du 

défaut cellulaire, traduisant une accumulation d'esters de cholestérol notamment dans le 

tissu réticulo-endothélial et les cellules de Schwann. 

Au niveau génétique, le phénotype clinique de la maladie de Tangier est transmis 

selon un mode autosomique récessif alors que le phénotype biochimique est transmis 

selon un mode autosomique codominant [80]. Au niveau hétérozygote, la maladie de 

Tangier se caractérise biochimiquement par des niveaux de cholestérol-HDL et d'apoA-I 

diminués de moitié par rapport aux valeurs normales et cliniquement par l'absence de 

manifestation symptomatique. Au plan cellulaire, l'efflux de cholestérol dans les cellules 

de sujets hétérozygotes apparaît diminué de moitié par rapport aux niveaux normaux 

[G. Eberhart et M. Freeman, données non publiées, dans 257]. L'ensemble de ces 

observations tend à soulever l'hypothèse que la déficience familiale en HDL, décrite au 

Chapitre 4 et 5, serait l'expression d'une forme hétérozygote de la maladie de Tangier. 

Toutefois, aucune donnée moléculaire publiée à ce jour n'a pu vérifier l'hypothèse d'une 

similarité entre les deux syndromes décrits. 
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7.3.1 Défaut homéostatique du cholestérol cellulaire 

Les symptômes physiques de la maladie de Tangier, conséquents à l'accumulation 

d'esters de cholestérol dans les cellules du tissu réticulo-endothélial et d'autres types 

cellulaires, et le rôle prépondérant des HDL à décharger le cholestérol cellulaire, ont 

motivé les investigations sur l'homéostasie du cholestérol cellulaire. Plusieurs données 

suggèrent que la maladie de Tangier résulte d'un elébalancement homéostatique du 

cholestérol cellulaire. Certaines cellules dont les macrophages, les cellules musculaires 

lisses et les fibroblastes sont sujettes à une accumulation de cholestérol intracellulaire 

dû à la présence de récepteurs qui permet la captation de cholestérol exogène et qui 

sont non régulés par les concentrations de cholestérol intracellulaire. Ces cellules, à 

risque de devenir des cellules spumeuses, doivent se doter de mécanismes qui leur 

permettent d'évacuer efficacement une surcharge de cholestérol exogène par 

l'exportation de stérols dans le compartiment extracellulaire. Dans ce processus les 

HDL ont l'habilité de moduler les niveaux de cholestérol intracellulaire en provoquant 

l'efflux de cholestérol cellulaire [124,255-256]. Toutefois, ces mécanismes demeurent 

encore controversés et difficiles à résoudre dû à l'hétérogénéité des processus selon les 

types cellulaires étudiés et les différents compartiments subcellulaires examinés. 

L'homéostasie du cholestérol cellulaire est hautement régulée par des mécanismes 

d'influx, d'efflux, de synthèse de novo et stockage sous forme estérifié, de même que, 

dans certaines cellules spécialisées, par sa sécrétion dans des lipoprotéines ou par sa 

conversion en acide biliaire, en hormones stéroïdes ou vitamine D [80]. Le cholestérol 

provenant de sa synthèse endogène est sécrété de la cellule par un transport actif du 

cytosol vers la membrane impliquant des structures vésiculaires non-golgiennes. Ce 

processus, stimulé par la présence de HDL, nécessite la liaison des HDL ou de l'apoA-I 

à la surface cellulaire et la transduction de signaux dans laquelle une production de 

diacylglycérol active la protéine kinase C et déclenche des réactions de 

phosphorylation. Le cholestérol de source exogène, traité d'abord dans le lysosome, est 

soit transporté directement vers la membrane, soit estérifié par l'enzyme ACAT et dirigé 

vers le cycle cytoplasmique du cholestérol estérifié. Le transport du cholestérol 

lysosomial impliquerait des protéines de transfert spécifiques, dont la sterol carrier 

protein 2 (SCP2), et l'incorporation du cholestérol dans des corps lamellaires riches en 
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phosphatidylcholine qui ultimement fusionneraient avec la membrane plasmique. Ce 

processus est indépendant de la liaison des HDL à la surface cellulaire. Le cholestérol 

estérifié stocké dans des gouttelettes lipidiques est hydrolysé par l'enzyme NCEH 

stimulée par une augmentation des niveaux d'AMPc cellulaire et l'activation de protéine 

kinase. Le cholestérol hydrolysé est retiré de la cellule soit par son transport direct à la 

membrane plasmique puis son efflux vers les HDL, soit par la voie de rétroendocytose 

des particules HDL. Cette voie, essentiellement retrouvé au niveau des macrophages, 

implique la formation de corps lamellaire constitués de phosphatidylcholine et de 

sphyngomyéline provenant des membranes du réticulum endoplasmique et de l'appareil 

de Golgi. 

L'accumulation d'esters de cholestérol retrouvée dans les macrophages des sujets 

avec maladie de Tangier suggère un déséquilibre entre les processus d'influx et d'efflux 

du cholestérol cellulaire où un influx de cholestérol semble en excès. Plusieurs études 

ayant examiné l'homéostasie du cholestérol cellulaire dans les macrophages ou les 

fibroblastes en culture de sujets de Tangier ont identifié certaines anomalies du 

métabolisme intracellulaire du cholestérol. Notamment, dans les macrophages de 

Tangier, une synthèse accrue de triglycérides, de phospholipides et d'esters de 

cholestérol et un hypercatabolisme des phospholipides sont retrouvés. Également, en 

présence de HDL, une dégradation lysosomiale des particules HDL plutôt qu'une 

rétroendocytose est observée avec activation de l'ACAT plutôt qu'une répression. De 

plus, dans ces cellules, la synthèse de phospholipides n'apparaît pas sur-régulée par la 

liaison de HDL3  ou sous-régulée par l'internalisation de LDL acétylées comme il est 

normalement observé. Ces anomalies du métabolisme intracellulaire des lipides 

coïncident avec des changements morphologiques importants des lysosomes et 

appareil de Golgi [80]. Dans les macrophages et fibroblastes des sujets de Tangier, 

l'appareil de Golgi apparaît dilaté et hyperplasique, reflétant vraisemblablement une 

synthèse accrue des enzymes lysosomiales, dû au catabolisme bloqué du cholestérol 

ou une synthèse accrue de phospholipides et sphyngomyélines. 

Une altération des fonctions de l'appareil de Golgi associée au défaut de 

mobilisation et d'efflux du cholestérol dans les cellules de Tangier concorde avec les 

observations de Mendez et ses collaborateurs [158,257] ayant démontré que les 

processus de translocations et d'efflux du cholestérol intracellulaire provoqué par 

l'apoA-I ou des HDL nécessitent une fonction et une structure intacte de l'appareil de 
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Golgi. Ils démontrèrent dans des fibroblastes normaux que l'efflux de cholestérol et de 

phospholipides cellulaires était fortement affecté en présence de bréfeldine A et 

monensin qui perturbent la structure et la fonction du Golgi. 

Il fut proposé que l'ensemble des anomalies biochimiques et morphologiques 

observées dans les cellules de Tangier soit associé à un défaut des fonctions de 

l'appareil de Golgi et des lysosomes affectant la translocation des lipides cellulaires 

[192]. Plus spécifiquement, la maladie serait associée à une déficience à libérer les 

lipides des structures trans-golgiennes aux structures post-golgiennes. Il demeure 

toutefois incertain si ce défaut est primaire ou secondaire à d'autres troubles cellulaires 

notamment de communication entre la membrane cellulaire et un système d'enzymes 

intracellulaires ou de translocation des lipides entre des organelles autre que les 

structures golgiennes. 

7.3.2 Implication de la voie de transduction de signaux 

Plus récemment, le défaut de mobilisation du cholestérol intracellulaire dans des 

fibroblastes de Tangier a été trouvé associé à une anomalie de régulation des 

phospholipases C et D spécifiques à l'hydrolyse de la phosphatidylcholine [149]. Il a été 

démontré dans des cellules en culture chargées en cholestérol que les mécanismes 

provoquant la mobilisation du cholestérol cellulaire implique une hydrolyse de la 

phosphatidylcholine activée par la présence de HDL3  [256]. En présence d'apoA-I ou de 

HDL3  une diminution importante de la production d'acide phosphatidique par l'action de 

la phospholipase D et une augmentation significative de diacylglycérol par l'action de la 

phospholipase C étaient observées dans les cellules de Tangier comparativement aux 

fibroblastes de sujets normaux exposés aux même conditions. La mobilisation et l'efflux 

de cholestérol cellulaire étaient normalisés dans les cellules de Tangier en augmentant 

les niveaux d'acide phosphatidique cellulaire par l'action d'un inhibiteur de la 

phosphohydrolase. Également, l'anomalie de production d'acide phosphatidique et de 

diacylglycérol observée dans les cellules de Tangier était recrée dans des cellules 

normales en présence de la toxine de pertussis qui bloque l'activation de la 

phospholipase D régulée par une protéine-G sensible à la toxine et, à l'inverse, accroît 

l'activation de la phospholipase C. Les phospholipases C et D étant stimulée par 

l'activation de la protéine kinase C (PKC), ces données suggèrent ainsi que le défaut 
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moléculaire de la maladie de Tangier pourrait résider au niveau d'un effecteur en amont 

de la PKC, responsable de la régulation des phospholipases spécifiques à la 

phosphatidylcholine et dépendantes de la protéine-G. 

Nous avons démontré que le défaut de mobilisation et d'efflux du cholestérol 

intracellulaire observé dans la déficience familiale en HDL pouvait être corrigé par une 

stimulation exogène de la PKC (Chapitre 6). Ces résultats concordent avec ceux de 

Rogler et ses collaborateurs [164] qui démontrèrent une normalisation de l'efflux de 

cholestérol nouvellement synthétisé dans les fibroblastes d'un sujet de Tangier incubés 

en présence de 1,2 dioctanoylglycérol. Ces données supportent l'hypothèse que la 

déficience familiale en HDL (que nous avons décrite) et la maladie de Tangier sont dues 

à l'altération d'une même voie métabolique responsable du transport intracellulaire du 

cholestérol à la membrane plasmique. Un défaut moléculaire d'un effecteur situé en 

amont de la PKC dans une cascade de signaux déclenchée par les HDL pourrait être 

responsable du désordre. Aucune donnée cependant ne peut confirmer que l'effecteur 

en cause dans cette cascade est le même dans les deux formes de déficience en HDL. 

Parmi d'autres évidences d'une altération de la voie de transduction de signaux 

dans les cellules de Tangier, Drobnik et ses collaborateurs [148] ont démontré une 

activation fortement réduite de la phospholipase C spécifique à la phosphatidylinositol 

dans les fibroblastes de Tangier stimulés par des HDL3  ou des LDL comparativement à 

des fibroblastes normaux. Cette déficience résultait en une accumulation réduite 

d'inositol phosphate et une formation moindre du produit 1,2-diacylglycérol dans les 

fibroblastes de Tangier. De plus, la production diminuée de 1,2-diacylglycérol 

s'accompagnait d'un défaut de mobilisation du calcium intracellulaire et d'une 

translocation réduite de la PKC à la membrane plasmique. L'ensemble de ces données 

suggère fortement un rôle physiologique de signaux déclenchés par les HDL dans la 

régulation des mécanismes actifs responsables de la translocation du cholestérol 

intracellulaire à la membrane plasmique. L'altération de ces signaux par un défaut 

moléculaire conduirait aux anomalies du métabolisme intracellulaire du cholestérol 

rencontrées dans la maladie de Tangier et dans la déficience familiale en HDL. 

Bien que la voie de la protéine kinase C apparaisse clairement impliquée dans les 

processus de signaux cellulaires stimulant la translocation et l'efflux du cholestérol 

intracellulaire, la voie d'une autre protéine kinase dépendante de l'AMPc (protéine 

kinase A) pourrait également être impliquée dans la modulation du transport 
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intracellulaire de stérols. Hokland et ses collaborateurs [258] ont démontré qu'une 

augmentation des niveaux cellulaires d'AMPc dans des fibroblastes chargés en 

cholestérol provoquait une stimulation de la translocation à la membrane plasmique et 

de l'efflux de stérols nouvellement synthétisés. Les niveaux cellulaires d'AMPc étaient 

augmentés par l'addition d'un activateur de l'adénylylcyclase, la forskoline, d'inhibiteurs 

de la phosphodiestérase, la théophylline et le 3-isobuty1-1-méthylxanthine ou 

d'analogues de l'AMPc. L'élévation des niveaux d'AMPc dans les cellules en présence 

de HDL3  augmentait les proportions de stérols nouvellement synthétisés au niveau de la 

membrane plasmique et l'efflux de plusieurs stérols synthétisés dont le cholestérol. La 

phosphorylation de protéines cellulaires spécifiques apparaît donc un élément clé dans 

les processus de signaux modulant le transport de stérols entre les différents pools 

cellulaires et impliquerait la voie d'au moins deux protéines kinases distinctes. 

L'implication de la voie de la protéine kinase A n'a toutefois fait l'objet d'aucune 

investigation dans le défaut cellulaire de la maladie de Tangier ou dans la déficience 

familiale en HDL et son rôle ne peut être précisé ici. 

7.3.3 Récepteur à HDL 

Bien que la structure d'un site de liaison des HDL à la surface cellulaire et la 

structure d'un ligand particulier soient encore inconnues, plusieurs caractéristiques de la 

liaison des HDL à la surface des cellules supportent le concept de l'existence d'un 

récepteur spécifique à HDL: liaison des HDL à la surface cellulaire avec un Kd de 2 à 

100 pg protéines/mL [ 241,262-270,272]; inhibition de cette liaison par une protéolyse 

des protéines HDL [143]; augmentation de la liaison par une élévation des niveaux de 

cholestérol intracellulaire [272]; régulation de la liaison par des facteurs de croissance 

[273,274]. Un clone d'ADNc codant pour un récepteur candidat à HDL, la HDL-binding 

protein (HBP), fut isolé et séquencé [141,142]. Tel que rapporté, l'ADNc de la HBP 

encode une protéine de 110 kDa homologue à la structure primaire d'apolipoprotéines 

hydrosolubles et, singulièrement, ne contenant pas de domaine transnnembranaire. 

Nous avons examiné l'expression de cette protéine et sa régulation au niveau de 

l'ARNm en modulant les niveaux de cholestérol intracellulaire dans des fibroblastes de 

sujets normaux et de sujets avec déficience familiale en HDL (Chapitre 5). Nous avons 

trouvé que la protéine cellulaire était normalement exprimée et constitutivement 
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synthétisée dans les fibroblastes de sujets avec déficience familiale en HDL. Par contre, 

dans les cellules normales la synthèse de la protéine apparaissait hautement régulée 

par la modulation des niveaux intracellulaires de cholestérol. La protéine étant ainsi 

normalement régulée par le cholestérol intracellulaire, sa synthèse constitutive 

retrouvée dans la déficience familiale en HDL suggère une réponse cellulaire provoquée 

par des mécanismes défectueux à libérer efficacement les pools de cholestérol 

intracellulaire plutôt qu'un défaut de sur-régulation de la protéine. Cette hypothèse est 

supportée par les études de liaison des HDL aux fibroblastes de sujets affectés et 

normaux. La liaison des HDL aux cellules de sujets affectés était comparable aux 

fibroblastes de sujets normaux dans des conditions où les niveaux de cholestérol 

intracellulaires étaient augmentés par l'internalisation de LDL (Chapitre 5). Des études 

similaires de liaison des HDL sont rapportées avec des fibroblastes de sujets de 

Tangier. L'étude de Rogler et ses collaborateurs [163] ne démontrait aucune anomalie 

de liaison des HDL aux cellules de Tangier alors que dans l'étude de Francis et ses 

collaborateurs [165] une liaison anormale de l'apoA-I aux sites de liaisons de la surface 

cellulaire était observée. 

Bien que la HBP lie les HDL avec une haute affinité sur ligand blots et que sa 

synthèse soit régulée par les niveaux de cholestérol intracellulaire dans les fibroblastes, 

la protéine a été récemment identifiée comme étant la vigiline, une protéine exprimée 

dans une large variété de cellules et tissus, partiellement localisée dans la membrane 

plasmique et trouvée associée à l'ARNt et l'ARNm cytoplasmique [271]. Ses propriétés 

ont conduit à l'hypothèse que la HBP/vigiline serait impliquée dans la modulation de la 

synthèse de protéines, dû à ses interactions directes avec l'ARN, et dans le 

métabolisme cellulaire de stérols; il demeure toutefois peu probable qu'elle soit un 

récepteur à HDL [271]. 

7.3.4 Lipoprotéines 

Un profil du contenu en lipides et protéines des différentes fractions 

lipoprotéiniques du plasma est démontré chez un propositus présentant une déficience 

familiale sévère en HDL (HDL-cholestérol, 0.18 mmol/L) et, pour fin de comparaison, 

chez un sujet normal (Chapitre 5). La fraction HDL chez le propositus apparaît presque 

entièrement dépourvue de cholestérol, bien que les protéines et phospholipides y soient 
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réduits seulement de moitié. Cette composition particulière de la fraction HDL suggère 

la présence de particules HDL relativement riches en protéines et phospholipides, mais 

très appauvries en cholestérol et donc de taille fortement réduite. Chez ce propositus, le 

diamètre moyen des particules HDL plasmatiques a été estimé à 8.3 nm selon la 

méthode de Stoke (Chapitre 4). 

Une autre observation frappante est la fraction anormalement abondante de 

particules de densité intermédiaire (fraction entre VLDL et LDL) dans le plasma du 

propositus, caractérisée par une très forte augmentation des protéines et triglycérides 

comparativement au sujet normal. La présence anormalement élevée de particules 

riches en triglycérides suggère chez le propositus une altération marquée de la lipolyse 

de ces particules. Cette observation rejoint les anomalies lipidiques retrouvées dans la 

maladie de Tangier où apparaît une élévation caractéristique des niveaux de 

triglycérides et une augmentation des particules résiduelles de chylomicrons et 

particules VLDL riches en triglycérides [192]. 11 est rapporté que les VLDL chez les 

sujets de Tangier sont hautement anormales par leur mobilité réduite à l'électrophorèse, 

leur concentration relativement élevée en apoA-II et C [259] et leur réactivité réduite à la 

lipoprotéine lipase [260]. Au cours du métabolisme normal des lipides, les 

apolipoprotéines A-Il et C sont transférées des particules riches en triglycérides aux 

particules HDL [91], où l'apoA-11 confère aux particules HDL matures une réactivité à la 

lipase hépatique pour leur lipolyse au niveau du foie. Toutefois, une déficience en HDL 

entraîne nécessairement la réduction de ces transferts et une accumulation d'apoA-II et 

C au niveau des particules riches en triglycérides. Les particules contenant l'apoA-11 et B 

étant de mauvais substrats pour la lipoprotéine lipase [261], la réactivité lipolytique de 

ces particules se trouve donc diminuée. Chez le propositus, un enrichissement en apoA-

Il dans la fraction des particules de densité intermédiaires pourrait expliquer une plus 

faible réactivité de ces particules à la lipoprotéine lipase causant leur élévation anormale 

dans le plasma. 

Une partie importante des triglycérides contenus dans les lipoprotéines riches en 

triglycérides est normalement échangée par la protéine de transfert du cholestérol 

estérifié (CETP) pour des esters de cholestérol provenant des HDL. Ces échanges 

contribuent efficacement au catabolisme des particules riches en triglycérides et à la 

formation des particules LDL riches en esters de cholestérol. Toutefois, un efflux 

déficient du cholestérol cellulaire compromet la maturation des HDL en particules riches 
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en esters de cholestérol, par l'action de la LCAT, et donc d'éventuels transferts de 

cholestérol aux particules riches en triglycérides et de triglycérides aux particules HDL. 

Dans la déficience sévère en HDL, l'appauvrissement de cette importante source de 

cholestérol estérifié provenant des HDL matures entraîne l'accumulation des particules 

riches en triglycérides et réduit par le fait même la formation de particules LDL. Chez les 

propositus avec déficience en HDL et, de façon plus marquée, chez les sujets 

présentant la maladie de Tangier des niveaux abaissés de cholestérol-LDL sont 

retrouvées. Ce phénomène pourrait représenter un processus antiathérogénique et 

contribuer à expliquer l'association relativement faible de maladie coronarienne précoce 

avec la maladie de Tangier ou la déficience familiale en HDL. 

Les sous-fractions de particules HDL plasmatiques ont été examinées dans le 

plasma de 3 sujets avec une déficience familiale sévère en HDL, de 1 sujet avec 

déficience en HDL due à une hyperapoB et de 1 sujet normal (Chapitre 5). Les 

lipoprotéines ont été séparées par électrophorèse à partir du plasma total sur gel 

bidimensionnel (agarose et gradient de polyacrylamide non dénaturant) de façon à 

différencier les sous-classes de lipoprotéines selon leur charge et leur taille. Les 

particules HDL renfermant l'apoA-I ont été spécifiquement révélées par 

immunodétection en utilisant un anticorps anti-apoA-I humain radiomarqué. Dans le 

plasma du sujet normal, deux sous-classes de HDL à mobilité prép sont révélées, les 

particules prép., et préf32. Les autres particules détectées ont une mobilité a et 

distinguent selon leur taille croissante les HDL3, les HDL2a  et les HDL2b. Dans le plasma 

des sujets avec déficience familiale sévère en HDL et celui du sujet avec hyperapoB et 

déficience secondaire en HDL, une nette réduction des particules a-LpA-I est observée 

bien que les particules préf31-LpAl soient présentes. Selon un modèle généralement 

accepté, les particules pré[31-LpAl pauvres en lipides sont les acceptrices initiales du 

cholestérol et des phospholipides de la membrane cellulaire [124]. Au cours du 

processus d'acquisition de lipides, les particules préf31  se transforment en particules 

discoïdes préf32  formées d'une double couches de phospholipides. Sous l'action de la 

LCAT associée surtout aux préf33  [275], le cholestérol est estérifié et dirigé au centre de 

la particule lui conférant une forme sphérique et sa migration a caractéristique. Des 

particules a, le cholestérol est ensuite rapidement transféré à d'autres lipoprotéines. La 

forte réduction des particules a-LpAl observée chez les sujets déficients en HDL est 
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compatible à un catabolisme accéléré de particules HDL a de taille réduite, tel qu'il est 

rapporté par Breslow [136]. Chez les sujets avec déficience familiale sévère en HDL et 

défaut d'efflux du cholestérol cellulaire, une réduction de la taille des HDL est attribuable 

à une maturation inefficace des HDL en particules de plus grande taille, due à une 

disponibilité réduite du cholestérol cellulaire pour sa désorption membranaire. La 
présence marquante de HDL2a  chez ces sujets proviendrait vraisemblablement de la 

formation de HDL par le processus lipolytique normal des VLDL et chylomicrons et 

estérification du cholestérol par la LCAT. Chez le sujet hyperapoB avec déficience en 

HDL mais efflux normal du cholestérol cellulaire, une augmentation des triglycérides 

plasmatiques est également associée à une réduction de la taille des particules HDL et 

une augmentation du taux de catabolisme fractionnel des HDL tel que démontré par 

Breslow [136]. Ainsi, une altération du processus de maturation des HDL et un 

hypercatabolisme de particules HDL (tel que démontré par Batal et ses collaborateurs 

[202] chez ces sujets avec déficience familiale sévère en HDL) ne sont pas là 

l'expression étiologique d'une hypoalphalipoprotéinémie sévère mais plutôt le reflet d'un 

dérangement non spécifique du métabolisme normal des HDL. 

7.3.5 Efflux du cholestérol cellulaire 

En utilisant une méthode de radiomarquage du cholestérol qui enrichi les pools de 

cholestérol intracellulaire (marquage des cellules durant leur croissance), nous avons 

démontré un efflux de cholestérol et phospholipides cellulaires anormalement diminué 

chez les sujets présentant une déficience familiale sévère en HDL (Chapitre 5). Cette 

anomalie était associée à une mobilisation nettement réduite du pool de cholestérol 

estérifié au cours de la stimulation de l'efflux. L'ensemble de ces observations nous 

suggère une anomalie de l'efflux du cholestérol cellulaire due à un défaut de 

mobilisation et translocation du cholestérol intracellulaire à la membrane plasmique pour 

l'efflux. Ce défaut est semblable à celui rapporté dans la maladie de Tangier [163-165]. 

L'efflux du cholestérol cellulaire a été examiné en utilisant soit des HDL3, soit de l'apoA-I 

purifiée comme accepteurs extracellulaire de cholestérol. Les différences d'efflux de 

cholestérol entre les cellules normales et les cellules de sujets affectés paraissaient 

moins marquées en présence de HDL3  qu'en présence d'apoA-I purifiée. Les cellules 

d'un sujet affecté démontrent même un efflux de cholestérol normal lorsque les cellules 
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sont exposées à des HDL3  alors que l'efflux apparaît nettement abaissé en présence 

d'apoA-I (Fig. 3 et 4, Chapitre 5). Cette mesure imprécise de l'efflux du cholestérol 

cellulaire est en partie attribuable à la composition moléculaire de l'accepteur de 

cholestérol choisi et des conditions expérimentales. 

Plusieurs études ont démontré que les HDL stimulent l'efflux de cholestérol selon 

deux mécanismes: une diffusion aqueuse et la liaison d'apolipoprotéines à la surface 

cellulaire [280]. Selon le modèle de diffusion aqueuse, les phospholipides à la surface 

des particules HDL réabsorbent le cholestérol qui désorbe spontanément de la 

membrane plasmique et diffuse à travers la couche aqueuse entourant la cellule 

[255,279]. Le mécanisme opérerait dans les deux directions, permettant un échange de 

molécules de cholestérol entre les deux surfaces. Ainsi, pour qu'il y ait efflux net de 

cholestérol, un gradient physico-chimique doit s'établir entre la surface cellulaire et la 

particule HDL de façon à ce que plus de molécules de cholestérol soient transférés vers 

les HDL que dans la direction opposée. En présence d'une large quantité de cholestérol 

membranaire, tel le modèle utilisé de fibroblastes chargés en cholestérol, la capacité 

des HDL à absorber le cholestérol est limitée et saturable particulièrement en absence 

de LCAT dans le milieu expérimental. La saturation des HDL conduit alors à un transfert 

de cholestérol des HDL vers la membrane cellulaire. Le modèle de liaison 

d'apolipoprotéine propose que le cholestérol cellulaire soit retiré par l'interaction des 

apolipoprotéines-HDL à des sites de liaison ou récepteurs de la surface cellulaire [280]. 

L'apoA-I stimulerait la mobilisation des pools de cholestérol intracellulaire accessible à 

l'estérification par l'ACAT en plus de retirer directement de la membrane plasmique des 

molécules de cholestérol et phospholipides. Ce processus permettrait de retirer le 

cholestérol cellulaire en excès qui autrement serait stocké dans la cellule sous forme 

d'esters de cholestérol. 

Au cours des études d'efflux, les particules HDL3  utilisées comme acceptrices de 

cholestérol pourrait avoir une capacité moindre que l'apoA-I purifiée à provoquer un 

efflux net de cholestérol intracellulaire. La composition des HDL3, initialement riche en 

phospholipides et cholestérol, entraîne au cours de l'efflux une diminution rapide du 

gradient de cholestérol entre la membrane cellulaire et la particule HDL, ce qui favorise 

un retour de cholestérol des HDL vers la membrane plasmique. De plus, l'acquisition de 

cholestérol dans la particule pourrait rendre de moins en moins accessible certains 

épitopes responsables de l'interaction des apolipoprotéines-HDL avec la surface 
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cellulaire. Cette condition réduirait la stimulation du transfert de cholestérol 

intracellulaire vers la membrane plasmique. L'apoA-I purifiée, dépourvue de lipides, 

pourrait être plus efficace à retirer directement des phospholipides et du cholestérol de 

la membrane plasmique en maintenant un gradient favorable tout en stimulant de façon 

soutenue la mobilisation du cholestérol intracellulaire par sa liaison à la surface 

cellulaire. 

Il faut bien considérer que les analyses d'efflux de cholestérol cellulaire demeurent 

des évaluations hautement imprécises des mécanismes de mobilisation intracellulaire 

du cholestérol étant donné la forte proportion de cholestérol membranaire qui est 

mesurée et qui interfère directement avec la fraction de cholestérol spécifiquement 

acheminée du milieu intracellulaire à la membrane. Dans un modèle visant la détection 

d'un trouble du transport intracellulaire du cholestérol ou l'investigation des mécanismes 

physiologiques qui y sont impliqués, des méthodes basées sur l'analyse concrète du 

cholestérol intracellulaire au cours de la stimulation des cellules par des HDL ou de 

l'apoA-I devraient plutôt être employées. Ainsi, la fraction du cholestérol intracellulaire 

susceptible d'être transportée à la membrane plasmique pourrait être directement 

examinée par différentes méthodes au cours d'une stimulation de l'efflux: en évaluant le 

cholestérol cytosolique qui demeure disponible à l'estérification par l'ACAT [158,165]; en 

mesurant le cholestérol cellulaire réfractaire à l'oxydation dans des conditions où seul le 

cholestérol membranaire peut être oxydé [143,151,276-278]; en radiomarquant le 

cholestérol cellulaire par la voie physiologique de dégradation lysosomiale de particules 

LDL [138,276-278]; ou simplement en considérant la fraction non mobilisée du pool de 

cholestérol estérifié (Chapitre 5). Les seules mesures d'efflux du cholestérol cellulaire 

demeurent des approches élémentaires dans l'évaluation des anomalies du transport 

intracellulaire du cholestérol et devraient certainement être reconsidérées comme outil 

de méthode diagnostique fiable où une déficience en HDL est associée à un trouble du 

transport du cholestérol à la membrane plasmique ou pour étudier la régulation 

physiologique des mécanismes impliqués. 

7.3.6 Présence de maladie coronarienne 

Malgré une déficience sévère en HDL de cause génétique, le défaut n'apparaît pas 

associé à une histoire familiale de maladie coronarienne précoce dans aucune des trois 
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familles examinées. Bien que le propositus de la famille 24430 présente une maladie 

coronarienne sévère, la maladie ne ségrègue pas dans la famille où d'autres sujets 

présentent des niveaux fortement abaissés de cholestérol-HDL. Étonnamment, ce fait 

est en accord avec des observations précédemment rapportées où une athérosclérose 

prématurée n'est pas présente chez des sujets homozygotes pour une déficience en 

apoA-I, en LCAT, pour la maladie Fish Eye, la maladie de Tangier ou d'autres formes 

non définies de déficience en HDL [239]. L'histoire familiale chez ces sujets ne semble 

pas non plus démontrer une prévalence accrue de maladie coronarienne, même si les 

sujets hétérozygotes pour des défauts du gène de l'apoA-I, de la LCAT ou pour la 

maladie de Tangier présentent des niveaux de cholestérol-HDL inférieurs au 10e 

percentile [239]. Aux côtés de ces constatations, plusieurs études ont démontré qu'un 

niveau abaissé de cholestérol-HDL représente le meilleur marqueur de maladie 

coronarienne. D'autres études ont démontré qu'une athérosclérose pouvait être 

prévenue chez des souris transgéniques surexprimant le gène humain de l'apoA-I [281]. 

Ces données nous amènent donc à questionner le rôle véritablement anti-athérogène 

des HDL. 

Connaissant la fonction des HDL à diriger le flux de cholestérol des cellules 

périphériques vers le foie, une absence ou une forte réduction des HDL devrait 

inévitablement entraîner l'accumulation de cholestérol dans plusieurs cellules, favoriser 

la transformation des macrophages et cellules musculaires lisses en cellules 

spumeuses et induire une athérosclérose. Or, dans plusieurs cas de déficience sévères 

en HDL, un enrichissement en cholestérol intracellulaire et des cellules spumeuses sont 

retrouvés, mais seulement dans quelques tissus et différemment distribués selon la 

forme de la déficience en cause [192]. La couche cornéenne demeure le seul tissu où 

une accumulation de cholestérol est présente dans plus d'une forme de déficience en 

HDL (déficience en apoA-I, déficience en LCAT et maladie de Tangier, quoique non 

retrouvée dans la déficience familiale en HDL). Toutefois, cette accumulation varie 

d'une forme à l'autre passant d'un arc cornéen à l'opacification totale [282]. 

Dans quelques rares cas de déficiences en apoA-I où la protéine n'est pas 

synthétisée, une xanthomatose est présente et trouvée associée à une athérosclérose 

prématurée [183,187,283-286]. Dans la maladie de Tangier, des cellules spumeuses 

sont typiquement retrouvées dans les tissus du système réticulo-endothélial causant 

une hépatosplénomégalie et une anomalie caractéristique des amygdales mais non 
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inévitablement une athérosclérose. Ces observations suggèrent l'existence de 

mécanismes indépendants de régulation d'influx et d'efflux du cholestérol entre les 

différents types cellulaires. Ainsi, des formes déficientes de particules HDL spécifiques 

pourraient être essentielles à maintenir un métabolisme adéquat du cholestérol dans les 

tissus où s'accumulent des cellules spumeuses mais non indispensables dans d'autres 

tissus. L'absence de particules préf3-LpA-I dans certaines déficiences en apoA-I 

entraîne la formation de xanthomes associée à une athérosclérose précoce. Par 

ailleurs, l'absence de particules cx-LpA-I retrouvée dans la maladie de Tangier [109] est 

associée à la présence de cellules spumeuses mais non nécessairement à une maladie 

coronarienne précoce. Dans ce défaut, le déficit en particules a apparaît causé par une 

anomalie d'efflux du cholestérol cellulaire et l'hypercatabolisme de particules HDL 

appauvries en cholestérol. Dans la déficience familiale en HDL, un défaut d'efflux du 

cholestérol cellulaire et la forte réduction de particules cx-LpA-I associée à un 

hypercatabolisme de l'apoA-I n'apparaissent pas non plus reliés à une maladie 

coronarienne précoce. Dans ce contexte, il est postulé que seules les formes 

asynthétiques de déficience en apoA-I et non les formes hypercataboliques entraînent 

une athérosclérose prématurée. Dans les formes hypercataboliques, une faible quantité 

d'apoA-I normalement synthétisée pourrait être suffisante à provoquer l'efflux de 

cholestérol au niveau des macrophages [239,286]. Une autre sous-classe de HDL 

récemment identifiée, les particules y-LpE, auraient aussi la propriété de capter le 

cholestérol cellulaire [206,287] et ainsi offrir une voie alternative à celle des HDL. Ces 

particules, trouvées intactes dans le plasma des sujets de Tangier [192] et ceux avec 

déficience familiale en HDL (Krimbou, L., données non présentées), pourraient suppléer 

l'apoA-I et exercer un rôle important dans la désorption du cholestérol cellulaire. La 

présence de ces particules pourrait ainsi contribuer à réduire le risque d'athérosclérose 

malgré une altération sévère du métabolisme des HDL. 

Il est à considérer, selon l'étiologie de la déficience en HDL, que des lipoprotéines 

anormales peuvent être produites ou s'accumuler et influencer de façon variable le 

risque d'athérosclérose: production de LDL atypiques dans la déficience en LCAT, 

présence de chylomicrons résiduelles athérogènes dans la maladie de Tangier et 

certaines formes de déficiences en apoA-I, formation de LDL oxydées dans la 

déficience en HDL due à une protection réduite par les HDL [192]. 
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Le risque non particulièrement élevé de maladie coronarienne précoce rencontré 

dans diverses formes primaires de déficience en HDL demeure néanmoins paradoxal 

devant les données épidémiologiques ayant documenté une relation inverse entre le 

risque coronarien et les niveaux de cholestérol-HDL. L'ensemble de ces données 

soulève l'hypothèse qu'une réduction seule des HDL plasmatiques n'est pas une 

condition généralement associée à une augmentation substantielle du risque de maladie 

coronarienne précoce. Aussi, en considérant qu'une large proportion des particules HDL 

plasmatiques provient de la lipolyse des particules riches en triglycérides, il devient 

plausible que la réduction des niveaux de cholestérol-HDL associée à une augmentation 

du risque d'athérosclérose coronarienne reflète plutôt un désordre athérogène du 

métabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides ou des lipides postprandiaux. Ce 

risque serait dramatiquement accru en présence d'autres facteurs ou troubles 

métaboliques athérogènes souvent génétiquement déterminés. 



Conclusion 

La caractérisation de deux formes d'hypoalphalipoprotéinémie de cause génétique 

a mis en évidence l'importante hétérogénéité des désordres affectant le métabolisme 

des HDL tant du point de vue de leur étiologie que leur contribution au risque 

d'athérosclérose coronarienne. L'investigation des causes métaboliques et moléculaires 

de ces désordres est complexifiée par l'étroite interaction des HDL avec la voie 

métabolique des autres lipoprotéines et des interactions cellulaires dont plusieurs des 

mécanismes sont encore mal compris ou inconnus. 

L'étude au niveau moléculaire de l'hyperlipoprotéinémie familiale combinée où se 

trouve exprimée une hypoalphalipoprotéinémie nous permet de conclure que ce défaut 

n'est pas attribuable au complexe génique apoA-I—C-III—A-IV, ni au gène de la 

lipoprotéine lipase dans la population canadienne française. L'expression de cette 

dyslipidémie familiale est fortement hétérogène, apparaît plutôt polygénique et mal 

défini du point de vue de son expression phénotypique. La cause de cette forme 

d'hypoalphalipoprotéinémie pourrait donc provenir de défauts moléculaires affectant la 

voie métabolique d'autres lipoprotéines. 

La déficience familiale en HDL représente une forme isolée 

d'hypoalphalipoprotéinémie sévère de cause génétique qui se distingue au plan clinique 

de la maladie de Tangier. Le défaut apparaît associé à une altération des mécanismes 

de transport intracellulaire du cholestérol à la membrane plasmique qui entraîne un 

efflux déficient du cholestérol et phospholipides cellulaires. L'hypoalphalipoprotéinémie 

qui en résulte est causée par un défaut de maturation des particules HDL appauvries en 

lipides cellulaires et au catabolisme accéléré de ces particules. L'investigation de la 

synthèse protéique et de la voie de transduction de signaux qui active la protéine kinase 

C suggère que le défaut cellulaire puisse se situer dans une cascade de réactions en 

amont de la PKC, dépendante d'une synthèse de novo de protéines, et donc affecter un 

processus actif. Le défaut cellulaire s'apparente à celui trouvé dans la maladie de 

Tangier mais est exprimé à un degré moindre. Bien que les cas de déficiences 

familiales sévères en HDL et la maladie de Tangier soient considérés dans la littérature 

comme des désordres distincts, ces observations suggèrent que la déficience familiale 

en HDL puisse être une forme hétérozygote de la maladie de Tangier ou impliquer un 
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défaut moléculaire différent affectant la même voie métabolique de translocation du 

cholestérol cellulaire à la membrane plasmique. 

L'identification d'un défaut de transport et d'efflux de cholestérol cellulaire dans une 

nouvelle forme de déficience familiale sévère en HDL, cliniquement différente de la 

maladie de Tangier, soulève la possibilité que d'autres cas inexpliqués de niveaux 

abaissés de cholestérol-HDL rencontrés en clinique puissent aussi être associés à un 

défaut d'efflux de cholestérol cellulaire. Ces défauts pourraient contribuer à la variabilité 

des niveaux de cholestérol-HDL dans la population en général dont les causes 

métaboliques et génétiques demeurent inconnues. L'identification du défaut moléculaire 

de cette forme de déficience en HDL permettra d'élucider une étape clé dans le 

métabolisme des HDL et laissera entrevoir de nouvelles perspectives thérapeutiques 

dans le traitement des dyslipidémies chez les sujets à risque de développer une maladie 

coronarienne. 

L'investigation de ces deux formes d'hypoalphalipoprotéinémie génétiques nous 

permet de constater que les dyslipidémies familiales sont l'expression d'une multitude 

de défauts métaboliques pouvant siéger tant au niveau plasmatique qu'au niveau 

cellulaire et affecter soit directement, soit indirectement la production, la transformation 

ou la dégradation des lipoprotéines, modifiant ainsi leur équilibre dynamique. Ces 

anomalies affectent bon nombre de mécanismes biochimiques et cellulaires dont la 

plupart encore mal connus rendent difficiles leur caractérisation au point de vue clinique. 

Afin de mieux rationaliser la détection et le traitement de ces anomalies et ainsi diminuer 

leur impact sur le développement de la maladie athéroscléreuse, il importe de mieux 

comprendre la biochimie et la physiologie cellulaire visant à dégager les mécanismes 

sous-jacents impliqués dans ces désordres métaboliques. L'approche génétique, 

moléculaire et biochimique constitue un outil très efficace à ces fins. 



Addenda: Causes moléculaires de la déficience familiale en HDL et de la maladie 
de Tangier 

Afin d'identifier le gène responsable de la déficience familiale en HDL associée à 

un défaut de mobilisation et d'efflux du cholestérol cellulaire, les deux familles 

canadiennes françaises caractérisées au Chapitre 4 (identifiées 24430 et 24723) et 

démontrant le défaut cellulaire caractérisé au Chapitre 5 ont été soumises à une 

analyse de linkage. La localisation primaire d'une région génomique qui ségrègue avec 

le phénotype d'un cholestérol-HDL < 10e percentile a été effectué dans les deux 

familles par génotypage de 345 microsatellites dans l'ADN de chacun des membres des 

familles examinées. Un indice maximum de LOD score (5.19) a été obtenu sur le 

chromosome 9q31.1 à une fraction de recombinaison de 0.0 au niveau du marqueur 

génétique D9S1784 (carte génétique Généthon [288]). Nous avons examiné la région 

par haplotypes de plus de 15 marqueurs couvrant une distance de 35 cM autour du 

marqueur D9S1784 dans les deux familles. Un des deux allèles démontrait une 

coségrégation parfaite avec la présence d'un niveau abaissé de cholestérol-HDL dans 

les deux familles, suggérant un défaut hétérozygote compatible avec l'expression 

dominant du phénotype. Six différentes recombinaisons méiotiques ont été décelées 

dans les deux familles réduisant la région contenant le gène recherché à 4.4 cM. 

Parallèlement, une famille de Tangier a été examinée dans la même région 

génomique. Un linkage a été observé avec les même marqueurs que ceux identifiés 

dans la déficience familiale en HDL, suggérant que les gènes responsables de ces 

anomalies sont situés dans la même région génomique. L'haplotype couvrant la même 

distance que celle analysée dans la déficience familiale en HDL a été examinée dans la 

famille de Tangier. Le propositus, issu d'un mariage consanguin, démontrait deux allèles 

homozygotes sur une large région de plus de 10 cM dont la partie centromérique 

empiétait de seulement 1.1 cM sur la région déjà réduite à 4.4 cM par des 

recombinaisons méiotiques dans la déficience familiale en HDL. L'homozygocité des 

allèles observée chez le propositus de Tangier était compatible avec le caractère 

récessif du syndrome associé aux manifestations cliniques caractéristiques de la 

maladie de Tangier. Les recombinaisons méiotiques observées dans la déficience 

familiale en HDL et l'homozygocité des allèles rencontrée chez le propositus de Tangier 
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indiquait une région génomique minimale d'environ 1.5 cM où pouvait résider le gène 
responsable de ces anomalies. 

Parmi les gènes localisés dans la région 9q31 (Genome Database) se trouve le 
gène de l'ATP-binding cassette 1 (ABC1) membre de la superfamille des transporteurs 
membranaires ATP-binding cassette dont la structure est caractéristique aux 

transporteurs à la membrane plasmique retrouvés dans les cellules des mammifères 

(OMIM #600046) [292]. Une dysfonction potentielle de cette protéine paraissait 

compatible avec le défaut cellulaire caractérisé et justifiait l'investigation de ce gène. 

Une carte physique de la région d'intérêt a été établie par des contigs de YAC 

couvrant environ 10 cM. Un fragment à l'extrémité 3 UTR du gène de l'ABC1 a été 

amplifié par PCR et localisé sur un clone de YAC contenant le marqueur D9S306 situé 

dans la région minimale de 1.5 cM. Cette donnée confirmait l'intérêt à examiner la 
séquence du gène. 

L'ARNm des fibroblastes en culture provenant des propositus des deux familles 

présentant la déficience familiale en HDL, du propositus avec la maladie de Tangier et 

de sujets normaux a été extrait et utilisé par RT-PCR et analyses de séquence du gène 

de l'ABC1. Quatre clones de contigs de BAC renfermant les extrémités 5' et 3' de 

l'ARNm de l'ABC1 ont été sélectionnés et séquences. Les sites d'épissage du gène ont 

été repérés par comparaison à la séquence génomique du gène de l'ABC1 chez la 

souris. Quarante-neuf exons ont été identifiés et amplifiés par des amorces dessinées 

de part et d'autre de chacun des exons. 

Le séquençage de chaque exon amplifié a révélé une délétion hétérozygote de 3 

nucléotides 2017-2019 sur l'exon 14, chez le propositus de la famille 24723. Cette 

délétion supprime le résidu leucine 631 dans le premier domaine transmembranaire de 

la protéine. Une substitution nucléotidique hétérozygote C—>T à la position 6370 de 

l'exon 48 est apparu chez le propositus de la famille 24430 transformant le résidu 

arginine 2084 en un codon STOP (TGA). Cette mutation entraîne le retrait de 118 

acides aminés dans la protéine. Une autre substitution nucléotidique homozygote A—>G 

a été identifié sur l'exon 13 chez le propositus de la famille de Tangier, remplaçant le 

résidu arginine 537 par un résidu glutamine. Cette mutation se situait dans la région 

proximale du premier domaine transmembranaire de la protéine. 
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Les exons 14, 48 et 13 peuvent être amplifiés à une température de 55°C par les 

amorces suivantes: 5'CTT-TCT-GCG-GGT-GAT-GAG-CCG-GTC-AAT et 5'CCT-TAG-

CCC-GTG-TTG-AGC-TA (exon 14); 5'GAT-CAG-GAA-TTC-AAG-CAC-CAA et 5'GGG-

TTC-CCA-GGG-TTC-AGT-AT (exon 48); 5'CAT-GCA-CAT-GCA-CAC-ACA-TA et 

FAAA-GGG-GCT-TGG-TAA-GGG-TA (exon 13). L'analyse de ces exons avec les 
enzymes de restriction Earl (mutation sur l'exon 14), Rsal (mutation sur l'exon 48) et 
Acil (mutation sur l'exon 13) révèle la présence des mutations qui coségrèguent 

parfaitement avec le phénotype d'un cholestérol-HDL abaissé dans les 3 familles 
examinées. 

La déficience familiale en HDL et la maladie de Tangier, jusqu'à maintenant 

considérées comme des désordres distincts, sont dues à des mutations du même gène 

[289,290]. La déficience familiale en HDL devient ainsi l'expression hétérozygote de la 

maladie de Tangier d'expression récessive dont les manifestations cliniques témoignent 

d'une altération plus sévère des fonctions de cette protéine. L'ATP-binding cassette 1, 
nouvellement renommée cholesterol efflux regulatoty protein (CERP) (OMIM #600046), 
s'avère une protéine clé dans les processus de transport intracellulaire du cholestérol à 

la membrane plasmique. Les ATP-binding cassette forment une superfamille de 

protéines qui hydrolysent l'ATP fournissant l'énergie nécessaire aux mécanismes actifs 

de transport de plusieurs substrats à la membrane plasmique incluant des ions, des 

acides aminés, des peptides, des sucres, des vitamines et des hormones stéroïdes 

[291]. La déficience familiale en HDL et la maladie de Tangier rejoignent ainsi les autres 

pathologies causées par des défauts d'un membre des ATP-binding cassette dont la 
fibrose kystique [293], l'adrénoleucodystrophie [294], le syndrome de Zellweger [295], la 

cholestase familiale intrahépatique progressive [296] et diverses pathologies de l'ceil 

telle la maladie de Stargardt [297], la rétinite pigmenteuse autosomique récessive [298] 

et la dystrophie des cônes et bâtonnets [299]. 
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