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La lipoprotéine lipase (LPL) est une enzyme qui joue un r6Ie clef dans le 
catabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides. L'expression phénotJrpique 
de la d6fieience en LPL chez les porteurs hét6rozygotes est caracténs6e par 
une dyslipid4mie associ6e B une lip6mie postprandiale prolongée, un 6tat 
prédisposant B I'athéroscl&ose. Connaissant l'incidence élevée de cette 
d6fiQence dans la population qu6Mcoise. le premier objectif de ce m6moire 
visait B dt5terrnker l'incidence de mutations du gène de la LPL dans une cohorte 
de patients lipbiques. Puisque les macrophages produisent de la LPL et que 
leur pr6sence a 6té associ6e & Ia formation de la plaque ath6roselémtique, le 
deuxième objectif visait B 6tudier la production in vitro de LPL par des 
macmphages déficients en LPL et l'effet du Bezafibrate, un hypolïpid&niant. 
En conclusion, nous avons d6montré une incidence devee de dhficience en LPL 
dans la cohorte de patients Epémiques et ident56 une baisse de production de la 
protéine LPL par les macrophages d'h6t&ozygotes. 

A g d s  Pascot 

Pierre Julien, PhD. 
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INTRODUCTION 

Les lipoprotéùies sont des particules spheriques en circulation dans le plasma. 
Elles contiennent un noyau polaire compos6 de trigIycérides (TG) et d'esters de 
cholestérol et elles sont recouvertes d'une couche de phospholipides, de 
cholestérol non e s t é s 6  et de protéines qui permettent le transport de lipides 
hydrophobes. Les lipoprotéines ont été regroupées en diffirentes classes selon 
leur densité, leur diamhtre, leur mobilité B l'électrophorbe ou leur teneur relative 
en Lipides et en protéines (Tableau 1) (Fmchart, 1989). Les lipoprotéines les plus 
volumineuses sont les chylomirons avec un diamhtre de plus de 1000 
angstroms. Les chylomicrons sont produits par l'intestin et sont riches en TG 
(85.95%) et pauvres en protéines (1-2%). ce qui leur confère une densité 
inf6rieure 0.95 g/ml. Les lipoprotAines de très faible densité (VLDL: very low 
density lipoproteim) sont sén6tées par le foie. Les TG des VLDL sont 
hydrolysés par la LPL et les VLDL deviennent ainsi des lipoprotéines de densité 
interm4diai.e (DL: intermediate density lipoprotein) puis des lipoprotéines de 
faible densitk &DL: low density Lipoprotein). Les lipoprotéines de haute densité 
(HIIL: high density lipoprotein) sont synthétisees par l'intestin puis secrétées 
sous une forme discoïdale, elles permettent le transport inverse du cholestérol, 
c'est B dire des tissus p6rXériques vers le foie. Les HDL ont B t é  divisees en deux 
classes, les HDLz et les HDL3. Le tableau 1 r6sume les caracteristiques 
physiques de chacune de ces classes de lipoprotéines. 



Tableau 1. Caractéristiques des diff6rentes classes de lipoprotéines. 

- - - - - 

Classe Densité Diadtre hdigrat. Composition (% d, poids) 

(A) blectro- protéine triglycdr cholestemI phospho 

phoretique libre estera 

chylomi- < 0.950 300 - origine 1-2 85-95 13 2-4 3-6 

crons 5000 

VLDL 0.950 - 280 - pr6bêta 6-10 50-65 4-8 1622 15-20 

1,006 1000 Wpha2) 

IDL 1.006 - 250 - 300 alpha2-bêta 17 20 9 34 20 

1-019 

LDL 1.019 200 -250 bêta 18-22 4-8 6-8 45-50 18-24 

-1 .O 63 

H D k  1.063 - 90 - 120 alphal 4555 2-7 3-5 15-20 26-32 

1.12 

H m  1.12 - 80 - 100 alphal 56 3 3 15 23 

1.21 

Donnees tirées de @'ru-, 1989; Schaefer EJ, 1991). 

La consommation journalière moyenne de lipides d'un adulte nord-américain est 
en majorité d'origine animale et inclut 100 ii 150 g de TG, 5 B 10 g de 
phospholipides et environ 1 g de cholesWro1 (The Lipid Research Clinics, 1982; 
Rizek RL, 1983). L'absorption intestinale des graisses chez les mammiferes 
requiert I'dYluence de mol6cules hydrosolubles capables d'6mdsiner les graisses 
et de traverser la muqueuse absorbante intestinale. Ainsi, l'assimilation des 
graisses alimentaires est dhpendante de l'efficacité de Iëmulsion des TG par la 
bile et de l'efficacitd des enymes digestives. 

Les graisses alimentaires sont en premier Lieu hydrolysées dans la lumière 
gastrointestinale, ainsi le cholestérol estérifié et les TG sont hydrolyses en 
cholestérol libre, en monoglycerides et en acides gras. Ces composés sont, par la 
suite, 6mdsifi6s grâce aux sels biliaires et c'est sous cette forme de micelles 
hydrosolubles qu'ils se pdsentent à la surface des microvillosités des 



entémcytes pour y être absorbes (Kuksis A, 1986). Dans I'entérocyte, les TG et 
le cholestéml estérifie sont resynthetisés et coupl6s aux apolipoprotéines (apo), 
principalement les apo Al,  apo AII, apo A N  et apo B48, ainsi qu'aux autres 
compos6s lipidiques retrouv6s dans les lipoprotéines naiseantes intestinales 
(Green PHR, 1981). Les chylomimns sont assembl6s dans l'appareil de Golgi 
puis s 6 ~ ~ 6 t é s  des entérocytes par la membrane plasmique basolatérale dans 
l'espace extracellulaire et la lymphe intestinale. D'autres apolipoprotéines dont 
l'apo E, l'apo CII et  l'apo Cm, sont par la suite acquises dans la circulation 
sanguine lors d'échanges avec les HDL (Green PHR, 1981). L'apo E est 
importante pour la reconnaissance et l'assimilation des r4sidus de chylomicrons 
par les récepteurs hbpatiques. Les hbpatocytes possèdent des rbcepteurs 
sp6cifiques capables de reconnaître et de lier certains domaines de l'apo E 
( S h e d  BC, 1980). Quant aux apo C, I'apo CI1 est essentielle B ltactivit6 
catalytique de la lipopmt6ine lipase (LPL) tandis que l'apo CIII est un inhibiteur 
pour cette activité (Wang CS, 1985 ; Auwerx J, 1992). 

Des changements rapides surviennent dans les chylomicrons lorsqu'ils entrent 
dans les capillaires périph6riques. Ainsi, les chylomicrons sont exposés il l'action 
lipolytique de la LPL qui est attachée B la surfsce luminale de l'endoth6lium 
vasculaire (Braun JEA, 1992). La LPL hydrolyse les TG des chylomicrons, 
libérant des acides gras libres, des mono et des diglycérides. Lors de cette lipolyse 
orchestrbe par la LPL, les chylomirons perdent la plupart de leurs TG et sont 
transform6s en résidus de chylomicrons qui sont éliminés de la circulation 
sanguine par les r6cepteurs hépatiques (Redgrave TG, 1970; Green PHR, 1981). 
Les acides gras libres ainsi produits se lient à l'albumine et sont captés par les 
tissus p6riph6riques dont principalement les tissus adipeux et les muscles, et 
peuvent également être retournés au foie pour la synthgse d'autres lipopmt4ines 
(Redgrave TG, 1979). 

Ces résidus de chylodicrons acquihrent, par transfert B partir des HDL, grâce ii 
l'action de la p r o t h e  de transfert du cholestérol (CETP: cholesterol ester 
transfert protein), des esters de cholest6rol qui sont Bchangbs pour des TG. Ce 
processus, qui permet l'enrichissement des résidus de chylomicrons en esters de 
cholestéml est donc dependant de l'interaction entre ces deux particules ahsi que 
du temps d'exposition entre ces deux particules (Zilversmit DB, 1984). Ainsi, 
i'blimination rapide des chylomicrons, grâce la lipolyse efficace de la LPL, a 



pour effet de réduire ce transfert d'esters de cholestSm1 vers les chylomicrons, 
d'augmenter le transport inverse du cholestérol vers le foie et ainsi de réduire la 
formation de lipoprotéines ath6roghiques (Fachart, 1989). En plus des 
altérations qui surviennent au noyau hydrophobique des chylomimns durant la 
lipolyse, la quantité relative des apofipoprothes est altérée. La xxqjorité des apo 
AI et AII sont transf6réee aux HDL, tandis que l'apo AIV semble être relâchée 
dam le plasma (Schaefer EJ, 1978; Tall AR, 1979). 

La super famille des lipases regroupe diff6rentes lipases ayant un gène ancestral 

commun, d'où l'homologie entre ces diff6rentes lipases tant au niveau du géne 
que de la protéine. Font partie de cette f d e  la lipase paxréatique (LP), la 
Iipase hgpatique (LH) et la lipoprotéine lipase (LPL) (Murthy V, 1996). La lipase 
hormono-sensible (LHS) et la lipase linguale en sont exclues. Ces lipases 
possMent toutes une activité lipolytique pouvant hydrolyser les TG, elles sont 
capables d'hydrolyser des émulsions lipidiques, et  elles ont une activit6 
catalytique "interfaciale eau-lipides". Ce sont des protéines glycosyl4es qui 
hydrolysent préférentiellement les Liaisons sn-1 et sn-3 des TG, g6nbrant des 
monoglycérides sn-2 et des acides gras libres (Dolphin PJ, 1992). La LH et la 
LPL posshdent également une activit6 phospholipasique (Deckelbaum RJ, 
1992). 

La lipase homono-sensible (LHS) se retrouve surtout dans les tissus adipeux 
(Khoo JC, 1975; Fredrickson G, 1981). Contrairement aux autres lipases, 
l'action lipolytique de la LHS n'implique pas des TG d'origine alimentaire mais 
plutôt des TG intracellulaires mis en rbserve dans les cellules adipeuses. Elle 
hydrolyse aussi des esters de cholestérol et des TG afin de permettre l'utilisation 
de ces composés comme source d'énergie. 

La LP est synthétisée et sécr6tx5e par les cellules acineuses du pancréas qui 
synthétisent Bgalement le pdcurseur de l'activateur protéique de la LP, la 
colipase (Verger R, 1984). Le canal pancréatique transporte la LP ainsi que la 
procolipase et d'autres hydrolases pancréatiques jusque dans le duod6num où la 
LP cornplMe l'hydrolyse des TG alimentaires commencée antérieurement par la 



lipase linguaie (Verger R, 1984). La colipase, qui aide la LP ii s'attacher aux 
interfaces eau-lipides, n'anecte pas son activit4 catalytique (Van Tilbeurgh H, 
1994). Comme la LH, la LP est active sous la forme monomérique, mais 
diBiremment de la LPL et de la LH, elle n'est pas a-chbe & des surfaces 
membramhs mais agit cumme molécuies libres dans la lirmihre intesth.de. 

La LH est synth6tisée par le foie où elle est localisée B la surface des sinusoïdes 
hepatiques, et attach6e par des Iiens glycosaminogIycans (Olivecrona T, 1993). 
La LH est une protéine glycosylde active sous la forme monomérique. La 
glycosylation n'est pas une Btape essentielle pour l'activité catalytique de la LH 
(Stahnke G, 1991). La LH n'a pas de cofacteur mais peut être stimulee par la 
présence d'apo E (Thuren T, 1992). La LH agit sur les TG des residus de 
chylomicrons et des IDL afin de riduire leur taille, ainsi que sur les TG et les 
phospholipides des HDL. L'hydrolyse des TG des IDL produit des LDL tandis que 
l'action de la HL sur les H D b  produit des HDL de plus haute densis, les HDk,  
m-me impliqu4 dans le transport inverse du cholestéml vers le foie (Thuen 
T, 1992). 

La LPL est syntb4tisée par les cellules parenchymateuses, telles les adipocytes, 
les cellules musculaires, les macrophages Borensztajn J, 19871, et est-ensuite 
transportée B son site fonctionne1, la surface luminale des cellules endoth6liales 
où elle s'attache par des liaisons avec des protéoglycans (Braun JEA, 1992). Elle 
n'est exprim6e que transitoirement dans le foie de rat embryogénique, mais pas 
dans le foie adulte (Vilaro S, 1988). Elle est active sous la forme d'un homodimère 
glycosyle dont les dimhres sont lies par des liens non-covalents. ElIe peut 
réversiblement se dissocier en monomères, sa forme inactive, dans certaines 
conditions physiologiques de pH, de tempbrature, ou de force ionique (Olivecrona 
T, 1987). Elle requiert la presence d'apo CII, cofacteur essentiel B son activité 
catalytique (Olivecrona T, 1983). Contrairement B la LH, la glycosylation affecte 
la sécr6tion et l'activit6 de la LPL (Stahnke G, 1991). La LPL est la principale 
enzyme responsable de l'hydrolyse des TG transportés par les chylomicrons et 
les VLDL. 

Un résume du m6tabolisme des TG plasmatiques exogbes et endogènes et de 
l'action des ditErentes lipases est illustre ii la figure 1. Brihvement, les TG 
absorbes par l'intestin subissent l'action de la lipase pancreatique et sont 



sécrétés sous la forme de chylomicmns (mbtabolisme des TG exoghnes). Ces 
chylomicrons sont hydrolysés par la LPL, se transforment en rbsidus de 
chylomicmns et sont capes par le foie où ils sont rn&abolis6s. Le f ~ e  sécrète les 
VLDL dont les TG sont eux aussi hydrolysés par la LPL et se transforment en 
résidus de VLDL (métabolisme des TG endogènes). Ces résidus sont par la suite, 

hydrolysés en IDL et en LDL par la LH. La CETP permet le transfert d'ester de 
cholestérol des HDL vers les residus de VLDL ou les LDL qui sont mit captés 
par des r6cepteurs hbpatiques (recepteurs LDL) et ainsi élimin4s de la 
circulation ou soit dirigés vers les tissus adipeux. Les HDL se dirigent finalement 
vers le foie (transport inverse du cholesterol) où le cholesWo1 peut être d.imi.nB 
de la circulation. Lors d'une déficience, même partielle, en LPL, les niveaux de 
HDL cholestérol sont plus bas & cause de la niminution de l'hydrolyse des TG par 
la LPL et par conséquent de l'augmentation des TG plasmatiques. 

Vlétabolisme des TG exogènes 

Métabolisme des TG endogènes 

Figure 1: Métabolisme des TG exogènes et endogbes. TG, triglyc6ndes; LP, 
lipase pancréatique; LPL, lipoprotéine lipase; LH, lipase hépatique; CETP, 
cholesterol ester transfer protein; CE, cholesterol estérifié; VLDL, very low 



density lipopmtein; LDL, low density lipoprotein; DL, intermedate density 
lipoprotein; EDL2, 3, high density lipoprotein. figure inspirée de (Demacker 
PNM, 1995). 
Par comparaison avec la LEI, il a 4té sugg6r4 que l'effet inhibiteur de l'apo E sur 
l'activité de la LPL, pourrait contribuer ii diriger l'action de ces deux lipases 
plasmatiques vers des lipoprotéines spécifiques (Thuren T, 1992). Ainsi, les 
substrats pr6fRr6s de la LPL sont les lipoprotéines riches en apo CH, les 
chJIiomimns et les VLDL, tandis que ceux de la LH sont les TG des lipoprotéines 
riches en apo E, c'est-&-dire les dsidus de chylomicrons, les IDL et les HDI+ 

Depuis quelques annees, l'importance de la LPL comme protéine 
multifonctionnelle impliquBe dans d.6rents aspects du metabolisme des lipides 
et des lipoprotéines est devenue évidente. Outre son rôle principal d'hydrolyser 
les TG plasmatiques en circulation, de rBcentes Btudes accordent un rôle de 
ligand B la LPL pour la liaison des lipoproteines aux récepteurs cellulaires et, 
consdquemment pour I'Rhhation des résidus de lipoprotéines riches en TG par 
le foie (Vilella E, 1991; Dugi KA, 1992; Eisenberg S, 1992; Kobayashi J, 1992; 
Dugi KA, 1993). *tant dome l'importance de la LPL dans le mbtaboliame des TG 
et la maturation de toutes les autres lipoprotéines plasmatiques, des défauts 
dans le fonct io~ement  normal de la LPL peuvent résulter dans le 
d6veloppement de certaines dyslipid6mies euou dans la progression de 
l'athtSroscl6rose. 

1.4.1-Historiaue de la LPL 

Dès 1943, Hahn (Hahn PF, 1943) remarque la présence d'un "facteur 
d'élimination des lipides" dans le plasma. Puis en 1952, Annnsen et al (Anfinsen 
C, 1952) proposent que le phenomhne observé d'élimination de la turbiditd du 
plasma par ce facteur était en fait, le résultat de l'action d'une enzyme 
lipolytique. Cette enzyme est aujourd'hui appelée la lipoprotéine lipase ou LPL. 
La déficience ou la dysfonction de LPL a, par la suite, été associée avec la 
pathog6nése de l'hypertriglyc6ridémie et de la chylomironémie (Havel R, 1960; 

Eckel RH, 1989). 



J.4.2-Strum et fonction de la LPL 

Le ghne de la LPL se situe sur le chromosome 8 ~ 2 2 ,  a une longueur de 30 kb, et 
contient 10 exons et 9 inhns (Wang CS, 1992). Chez l'humain, il existe deux 
isoformes de I'ARNm de la LPL (335 kb et 3.75 kb) probablement dus ii 
l'existence de deux s i t e s  de polyadthylation (Bergeron J, 1991). Ces ARNm 
codent pour une protéine monornérique de 448 acides aminés (AA). 

Le ghne de la LPL est organise en deux grands domaines structuraux distincts. 
Le domaine N-amino terminal (résidus 1-312) et le domaine C-carboxy terminal 
(&sidus 313-448). Le domaine N est la région où se retrouve plusieurs activités 
importantes de la LPL telle que la catalyse, tandis que le domaine C serait 
impliw6 dans des fonctions comme l'interaction initiale avec les lipoprotéines et 
la prise de ces lipoprot4ines par la LPL via des récepteurs de surface cellulaire 
(M.urthy V, 1996). Le tableau II presente les principaux sites fonctionnels du 
géne de la LPL ainsi que les AA impliqds et leur domaine respectif. A l'exception 
de la triade catalytique, la plupart des résidus constituants les sites stru-ux 
de la LPL sont hydrophobiques et leurs chaines principales ne sont pas 
accessibles pour des liaisons hydmghes. Ceci a pour effet de diminuer l'affinité 
du site catalytique pour les groupements phosphoryl6s des phospholipides, 
expliquant la Ws faible activité phospholipase de la LPL comparativement 
son activité %-lipase CVan Tilbeurgh H, 1994). 



TABIXAU IL Structure et fonction du gène de la LPL humaine, tiré de (Murthy 
V, 1996) 

sites fonctionnels domaine AA impliqués 

triade catalytique N-te- 
oxyanion hole N-terminal 
site de liaison aux lipides N-terminal 

lid N-terminal 
boucle B N-terminal 
site de liaison à l'apo CII Noterminal 
site de liaison il l'h6parhe N-terminal 

site de glycosylation N-terminal 
C-terminal 

interaction avec lipoprotéines C-terminal 

site de dïm6risation 

La triade catalytique de la LPL est constitut5e de trois acides amines Ser132, 
Aspl56 et Hi@', qui sont les mêmes pour les trois lipases humaines (LPL, LH et 
LP) de même que pour toutes les espèces animales étudiées (Hide WA, 1992). 
L'"oxya~on hole" est probablement formé par la principale chaîne azotée des 
résidus Trpss et L e d a  qui est voisine de la Serl32 de la triade catalytique (Van 
Tilbeurgh H, 1994). Le site de liaison aux lipides constitue un sillon tri% 
hydrophobique, qui lie probablement la chaîne aliphatique de l5.ntmédiaÙ.e a@ 
enzyme. Les acides amines Ty94, Prol57, Alal58 et ne194 ont probablement 
aussi des interactions hydrophobiques avec les substrats lipidiques (Murthy V, 
1996). 



Le "lid represente une boucle surface mobile dans la structure 
tridimensionnelle de la LPL, qui recouvre le site catalytique puis qui est 
réarrange afin de permettra aux substrats l'accès au domaine cetdytique. La 
region du %dm se situe entre deux cystéïnes conservees (Cys216 Cys239) qui 
forment un  des guatre ponts disulfures de la rnolh.de de LPL et pourraient ainsi 
avoir pour effet de stabiliser le 'lid" de la protéine durant son action (Dugi KA, 
1992). En plus de son rôle dans l'hydrolyse des TG et des phospholipides, cette 

structure pourrait être essentielle dans la determination des substrats pour la 
lipase (Van Tilbeurgh H, 1994). 

La boucle 8 5  est une des boucles mobiles de la structure protéique de la LPL, qui 
occupe la région Hism B Trp% Ii est probable que lors de I'ouverture du Wt de la 
LPL, la boucle 0-5 se rabattrait sur le coeur de la prouine rendant ainsi le site 
actif encore plus accessible et amenant 1"'oxyanion hole" en une position 
cablytiquement active (Van Tilbeurgh H, 1994). 

Le site Lysl47-Lys148 est responsable de la liaison de l'apo CII, l'activateur 
protéique de la LPL. Le tetrapeptide de l'apo CII (Lys-Gly-Glu-Glu) situ6 dans le 
domaine C-terminal est implique dans l'interaction entre l'apo CII et la LPL 
(Murthy V, 1996). 

Deux sites de glycosylation ont été identifiés chez la LPL humaine. En l'absence 
de glycosylation du domaine N-terminal ( A d 3  B Sefis) la LPL est 
compl6tement inactive et l'enzyme n'est pas secrétée (Ben Zeev 0,1992), tandis 
que la glycosylation du domaine C-terminal (Ad56 B TW61) ne semble pas 
affecter ni l'activie ni la s 6 ~ ~ 6 t i o n  de l'enzyme (Ben Zeev 0,1994). 

Les sites de liaison B l'h6parine, situés dans les domaines C- et N-terminal, sont 
essentiels pour l'interaction de la LPL avec les glycosaminoglycans des parois 
cellulaires et pour la localisation de la LPL dans la paroi endothéliale des 
vaisseaux (Murthy V, 1996). 

L'interaction initiale des lipoprotéines avec la LPL, qui est un prérequis pour leur 
hydrolyse subséquente, est probablement contrôlée par le domaine C-terminal 
de la LPL, plus particuliérement la r6gion contenant les 56 derniers acides 
amines (Lookene A, 1993). L'interaction de la LPL avec les lipoprotéines 



provoquerait un changement conforxnationnel de l'enzyme, amenant l'ouverture 
du '%dm qui normalement masque la triade catalytique. Cette ouverture qui 
expose les residus hydrophobiques du "lid" est appeUe l'activation interfacide 
(Tashiro J, 1992) et forme une cl6 entuuree des chaînes d'acides amines 
hydmphobiques de la structure de la LPL ou une hélice amphiphilique du "lid" 
(Dugi KA, 1992). Les chaînes d'acides gras des TG se lieraient ii cette cl6 
hydrophobique B l'aide de la partie glycérol du "orryanion hole". L'hydro1yse des 
TG est dors possible par la triade catalytique. 

La forme active de la LPL 6tant homodimérique (Osborne JCJ, 19851, deux 
formes possibles de liaison des monomhres, soit tê&&tête ou tête-&queue, ont 
6té envisagges, et c'est I'analyse skucturale de la LPL ainsi que de la LP qui a 
permis de suggérer une liaison dim6rique en position tête-B-queue (Van Tilbeurgh 
H, 19941, où le domaine N-terminal de chaque monomère est en contact avec le 
domaine Gterminal de l'autre monomère, de maniere œ que les deux 'W 
suient libres de douvrir pour l'activation interfacide. 

En plus de son action sur les TG, la LPL a aussi un rôle comme intermBdiaire 
dans la prise et la dégradation des lipoprotéines par les cellules. Bien que la LPL 
elle-même se lie aux sui-races cellulaires par l'intermédiaire de son site de liaison 
B l'hbparine avec les protéoglycans membranaires, il semble que la LPL jouerait 
un rôle de ligand pour les r6cepteurs cellulaires, tels le r6cepteur LDL ou le LRP 
(LDL receptor-related pmtein) (Williams KJ, 1992; Chappe11 DA, 1993; Mulder 
M, 1993; Nykjaer A, 1993). 

1.4.3-Rédation de la LPL 

Bien que le site d'action de la LPL se situe à la surface luminale des vaisseaux 
sanguins où elle s'attache l'endoth6lium et interagit avec les lipoprotéines, les 
cellules vasculaires endothéliales ne synthétisent pas de LPL. Des 6tudes 
d'hybridation in situ ont dbmontr6 que 1'ARNm de la LPL se situait dans des 
cellules telles que les adipocytes, les myocytes et les macrophages, i n d i q u t  que 
la LPL retrouvee au niveau de l1endoth61ium originait de cellules 
parenchymateuses (Camps L, 1990). 



Bien qu'un seul g h e  code pour la LPL, l'expression de cette demigre varie dans 
certains tissus, suggérant que la transcription du gène de la LPL est régulBe de 
façon spécitlque par des éléments &-acting (KKchgessner TG, 1989). 

La synthhse de LPL se fait dans le r4ticulum endoplasmique rugueux. La 
glycosylation de la LPL se situe &alement dans le réticulum endoplasmique 
rugueux puis dans l'appareil de Golgi et est un mécanisme complexe qui a Bté 
dBcrit en détails par Braun et Severson (Braun JEA, 1992). La glycosylation du 
domaine N de la LPL est requise pour son activité catalytique. R a d'ailleurs été 
rapporté que la sécrétion de LPL etait dbpendante de la synthèse nouvelle de 
l'enzyme et qu'un traitement de 24 heures avec de la tunicamycine, un inhibiteur 
de la glycosylation, inhibait presqu'entikement I'activiixS de I'enyme dans les 
cellules et le milieu de culture (Stray N, 1990). démontrant l'importance de la 
glycosylation de l'enzyme. L'incubation de cellules avec de la tunicamycine 
provoque la synthèse de la LPL sous une plus petite forme, due ii l'absence des 
oligosaccharides lies au domaine N, qui ont été retenus dans le r e t i d u m  
endoplasmique. La LPL est catalytiquement active sous une forme 
homodimérique, la plupart des protéines sont oligomérisées dans le réticulum 
endoplasmique, par conséquent le damangement des glucoses par les 
glucosidases pourrait induire la dimérisation et l'activation de la LPL (Braun 
JEA, 1992). 

Les glycoprot4ines produites par le Golgi sont relâchées dans le trans-Golgi où 
elles sont soit degradees par des lysosomes (site intracellulaire pour la 
dégradation de la LPL), soit incorporées dans des vésicules sécrétrices (Braun 
JEA, 1992). La LPL sécrétée est ensuite translocalisée et liée A la surface 
luminale des cellules vasculaires endothéliales par des liens avec des 
protéoglymns Braun JEA, 1992). Les cellules vasculaires de l'endothélium ne 
dégradent pas la LPL, par conséquent la quantité de LPL fonctionnelle liée 
ltendothéhm est d6terminee par le balancement entre la translocation de 
l'enzyme de son site de synthgse vers l'endothélium et le relâchement de LPL 
endoth6liale dans la circulation (Chajek T, 1978). Une régulation precise de 
l'activiu fonctionnelle de la LPL liée à I'endothélium est importante afin de 
contrôler adéquatement le catabolisme des TG ainsi que l'apport d'acides gras 
aux cellules des tissus. Les acides gras libres, produits de réaction de la LPL, 
deplacent la LPL fonctionnelle des sites de liaison l'endothélium et permettent 



ainsi de prevenir l'apport excessif d'acides gras aux cellules parenchymateuses 
des tissus lors de conditions de lipolyse excessive. Une forte coda t ion  entre les 
concentrations d'acides gras libres plasmatiques et l'activité de la LPL dans le 
plawia chez des humains a été rapportée (Peterson J, 1990). 

Lors d'un état B jeun, il a B t é  observé que l'activité de la LPL &ait augmentée 
dans le tissu cardiaque alors que dans le tissu adipeux elle était abaissbe, 
dbmontrant que la LPL est une enzyme régulée et sp6cinque Zi chaque tissu 
(Braun JEA, 1992). La régulation de l'activité de la LPL dans les tissus adipeux 
et cardiaque en réponse à un état B jeun est complexe et il a été rapporté que la 
LPL présente dans le tissu cardiaque est régulbe par des mécanismes post- 
transcriptionnels qui sont différents des m6canismes survenant dans le tissu 
adipeux (Dwliale MH, 1990). 

Mcemment, il a Btd rapporté que le facteur de croissance dérivé des plaquettes 
(PDGF: Platelet-Derived Growth Factor) stimulait la transcription du gène de la 
LPL dans des macrophages d&iv& de monocytes humains par l'activation de la 
protéine kinase C et ainsi augmentait la synthèse de LPL (Inaba T, 1995). Les 
effets de plusieurs cytokines ont 6té 6tudi6s sur la production de LPL par des 
cultures de macrophages (Querfeld U, 1990). La LPL jouerait un rôle important 
dans le m6tabolisme des lipoprot6ines riches en TG par les macrophages 
(Lindqvist P, 1983). Il a été dérnontr6 que les VLDL seraient responsables de 
l'accumulation des TG dans les macrophages (Bates SR, 1984). Ainsi, cette 
accumulation de TG par les VLDL est absente dans les macrophages provenant 
de patients déficients en LPL (Skarlatos SI, 1993), confirmant le rôle essentiel 
de la LPL dans l'accumulation des lipoprot6ines riches en TG par les 
macrophages. 

3.5-Mutations dans les séauences codantes du &ne de la LPL. 

Les mutations dans les régions codantes du g h e  de la LPL sont nombreuses 
(Murthy V, 1996). DifErents types de mutations ont été observés, soit des 
mutations de type faux sens (substitution d'AA) et de type non-sens 
(substitution d'un codon AA pour un codon stop), des délétions de 1 pb B 6 kb et 
des insertions de:l pb à 2 kb, ainsi que des mutations silencieuses (codons 



altér6s sans changement d'AA). La plus grande fkbquence de mutations se 
retrouve dans les exons 5 e t  6, qui sont les exons codant pour les fonctions 
importantes de la LPL, dont I'activig catalytique. Selon leur position sur le géne 
ainsi que leur capacité modifier la structure tridimensionnelle de la LPL, b u b s  

ces mutations du ghne de la LPL infiuencent B divers degres la fonction 
catalytique de l'enzyme, sa sécrétion et son site de liaison B l'hbparine. Jusqu'h 
aujourd'hui, il y a 71 mutations connues dans les s6quences codantes du gène de 
la LPL OMurthy V, 1996). 

Au Quebec, les mutations G188E (Monsalve MV, 1990) et P207L (Ma Y, 1991) 
sont les plus prbvalentes. Elles se situent dans l'exon 5 et sont de Qqx faux sens. 
Les mutations D250N (Ma Y, 1992) et N291S (Reymer PWA, 1995) sont 
également de type faux sens, mais se situent dans l'exon 6. La mutation D250N 
est moins @valente dans la population canadienne hnçaise que les deux 
autres, tandis que la prévalence de la mutation N291S n'est pas encore connue. 
Contrairement aux mutations G188E. P207L et D250N, la mutation N291S 
n'affecte que partiellement l'activité de la LPL (tableau El). Selon une récente 
étude, l'AA B la position 291 du gène de la LPL serait impliqub dans la formation 
du dimére et la réduction de l'activité de la LPL observée serait, par consGquent, 
due l'instabilité de la forme dim6rïque de la LPL (Busca R, 1995). En se basant 
s u r  l'activité de la LPL chez les h6témzygotes, on pourrait émettre l'hypothhe 
que les homozygotes pour cette même mutation auraient une activité résiduelle 
de la LPL et probablement pas de chylomicronémie. 

Tableau III. Mutations du ghne de la LPL retrouv6es dans la population 
canadienne française consultant B la clinique de Québec. 

Mutation (exon) Activité de la LPL (%) Prévalence 
homozygotes h6t6roygotes (%) 

207 (5) O 50 72 
188 (5) O 50 13 

250 (6) O 50 3 
291 (6) > O  > 50 nd 

nad., non d6terminée. 



La présence de plasma lipémique, ii jeun, a été obsemée pour la première f ~ s  en 
1799 (Thamhauser SJ, 1985). Des xanthomes hruptîf's furent, par la suite, 
décrits par Addison et Gd1 (Addison T, 1851) et appel& xanthomata 
diabetimnim, B cause de leur présence chez des patients diabétiques, présentant 
un plasma lipémique (Jensen J, 1967). En 192 1, des patients nomdiabétiques 
avec des xanthomes éruptifs furent Bgalement decrits (Siemans HW, 1921). 
Mais ce n'est qu'en 1932, que Bürger et Grütz dérrivirent le premier patient avec 
une forme familiale de chylomicron&nie (Bürger M, 1932). Ce patient &ait un 
jeune garçon de 11 ans prhsentant des xanthomes émptifs étendus, une 
h6patosplénomégalie ainsi qu'un plasma lipémiqye. La lipémie ainsi gue tous les 
symptômes disparurent après une &&te faible en gras. La nature familiale de ce 
desordre m6tabolique fut sugg4rée car les parents etaient cousins germains. Ce 
désordre fut nommé tout d'abord l i m e  familiale idiopathique, puis hyperlipémie 
essentielle, et lipémie induite par les graisses et enfin hyperlipoprotéin6mie de 
type 1 par fiedrickson (Fredrickson DS, 1966). En 1960, la déficience en LPL a 
été décrite comme une cause de chylomicronémie familiale chez des enfmts 
porteurs de ce syndrome (Havel R, 1960), et en 1978, Breckenridge et al 
(Breckenridge WC, 1978) ont rapporté le cas d'un patient avec une déficience en 
apo CII, l'activateur de la LPL, décrivant ainsi une autre cause possible de 
chylomicron&nie familiale. Dans la population canadienne-hçaise du Québec, 
la chylomicronémie familiale a Bté decrite comme un désordre gén6tique 
résultant d'une dhficience en activité de la LPL mais pas d'une déficience en apo 
CII, l'activateur essentiel de la LPL (Murthy V, 1996). Dus & leurs fréquences 
élevées les premiers cag documentés B la clinique des Lipides de Québec 
remontent en 1977 (Gap6 C, 1977). 

1.6.2-L'état homozverocit6 mur la déficience en LPL 



La déficience f;sm;l;nle en LPL est une d a d i e  rare, autosornique et r6cessive. 
estimée B une frequence mondiale d'environ 1 cas par million d'habitants. La 
maladie se manifeste habituellement pendant l'enfance par des douleurs 
abdominales (coliques) ainsi que par les signes et symptômes habituels du 
syndrome de ChyIomicronémie. La manifestation clinique la plus commune est la 
présence de douleurs abdominales Bpisodiques qui ~urviennent B tous âges. 
L'hépatomégalie et la spl6nom4galie sont souvent présentes chez des patients 
avec des taux de TG supérieurs B 40 mM. Les xanthomes éruptifk apparaissent 
dans la dbficience en LPL, mais on les retrouve chez des patients avec des taux 
de TG supérieurs & 70 mM (Gagné C, 1989). Les patients ehylomimn6miques 
atteints de dhficience en LPL ne semblent pas pr6disposes l'athéroscl6rose. 
Cette maladie a Bté decrite tant chez la population blanche que noire ou 
asiatique, et elle affecte les deux sexes de maniére équivalente (Bnrnzell JD, 
1989). 

La morbidité reli6e & la chylomicron6mie des sujets homozygotes est liée 
principalement -aux pancréatites (Nikkila EA, 1983). Le mécanisme par lequel la 
chylomicron6mie provoque une pancdatite n'est toujours pas connu. 
L'inflammation du pancréas pourrait être le résultat d'une imtation par les 
acides gras et les lysol4cithines relâch6s en grandes quantités par la LP lors de 
l'hydrolyse des chylomicrons en circulation dans les capillaires sanguins (Chait 
A, 1992). Cette éventualitb est appuyée par la présence de concentrations 
anormalement 6levées de lysophosphatidylcholine plasmatique chez les patients 
chylomicron6miques (Cantin B, 1995). Des complications cardiovasdaires sont 
rarement observées. Les faibles taux de cholestérol dans la fraction LDL et la 
presence de chylomicrons, qui ne peuvent traverser la bamgre endoth6liale, 
pourraient expliquer l'absence de complications ath6rosclérotiques chez ces 
patients (Gagni C, 1989). Toutefois, un récent article a rapport6 une 
athérosclérose pr6coce chez quatre patients atteints d'hyperchylomicron6mie 
familiale, suggérant que ce d6faut g6n4tique pouvait augmenter la susceptibilité 
ii l'ath6mscl6mse chez l'homme (Benlian P, 1996). 

Chez les homozygotes dont l'activité de la LPL est absente suite 5 une mutation 
du géne de la LPL telle que pour les mutations P207L, G188E et D250N, le 
catabolisme normal des chylomicrons et des VLDL est supprim6, induisant 
ainsi, ii jeun, une hypertriglyc6rid6mie massive caractéris6e par la présence de 



chylornicrons (Bx-unzeU JD, 1995). Un aperçu des profils Lipidiques de patients 
homozygotes d6ficients en LPL est présenté au tableau IV (Cat in  B, 1995). 
Ces patients sont hyperIipid6miques comme le demontrent les concentrations 
6levées en TG plasmatiques. La séparation par ultracentrifugation des fiactions 
lipoprotéiques d6montre que la majorité du cholestém~ et des TG plasmatiques 
chez ces patients se retrouve dans les chylomicrons. Les HDL des d4ficients 
sont riches en TG, alors que des particules HDL sont normalement riches en 
cholestérol et pauvres en TG. 

Tableau W. Profils lipidiques du plasma dans la déficience primaire en LPL chez 
des patients dont l'activité de la LPL est absente (Cantin B, 1995). 

contrôles déficients LPL P 
N 21 26 
AGE (ans) 28 f 8 29 I 14 NS 
PLASMA 

cholestérol total 439 f 0,91 7,05 k 5,63 NS 
cholestérol libre 1,23 f 0,25 2,68 + 1,85 0,0074 

TG 1,25 f 1,31 24,77 $s 16,79 0,0001 
phospholipides 2,36 f 0,28 3,86 i 2,76 0,0371 

CHYLOMICRONS 
cholesh5rol - 5,OO i 3,94 - 

TG - 20,82 f 12,15 - 
VLDL 

cholestérol 0,56 f 0,78 1,42 f 2,72 NS 
TG 0,80 + 0,77 3,77 f 6,71 NS 

rnL 
cholestérol 3,24 & 0,69 0,56 * 0,19 0,0001 

TG 0,13 f 0,15 0,37 f 0,24 0,0003 
HDL 

cholestérol 1,12 f 0,23 0,34 f 0,07 0,0001 
triglydrides 0,24 f 0,05 0,34 & 0,09 0,0001 

Les valeurs sont exprim6es en MMOM. (moyenne f erreur standard) 
NS: non significatif (p>O,O5). 



Dans cette déficience en LPL, la concentration plasmatique des chylomicrons 
atteint &entuellement une concentration d e ,  suggBrant l'existence d'un 
mécanisme autre que la LF% pour l'hydrolyse de ces partide8. La possibilité de 
la présence d'un autre système lipolytique est suggér6e par le fait que les 
chylomirons finissent par disparaître quel que soit le niveau atteint. Le ou les 
mécanismes d'hydrolyse des chylomicrons en l'absence d'activité de la LPL ne 
sont pas élucidls, mais pourraient être le résultat de l'activité catalytique de la 
LH ou de l'incorporation directe des chylomicrons par le systeme 
réticuloendoth6lial (Murthy V, 1996). 

Le traitement de la dlficience en LPL, chez l'homozygote, se limite & la 
restriction en graisses alimentaires, c'est-&-dire & moins de 50 grammes de 
matiBres grasses par jour chez I'adulte (Nikkila EA, 1983) comparativement B 
100 grammes normalement. Par contre l'utilisation de l'huile MCT (medium 
Chain triglyceride) est recommandée puisqu'de est composée d'acides gras & 

chaîne moyenne et courte et que ces acides gras sont liMr6s dans la veine porte 
sans être incorporés dans les TG des chylomicrons. La principale raison d'utiliser 
l'huile MCT est de faaliter la fidélité B la &&te pour obtenir des taux de TG plus 
bas afin d'éviter les pancréatites. 

1.6.3-L'état h&&ozv~oci~  mur la déficience en LPL 

Ces hétérozygotes ont 6té d6crits comme ayant une activité plasmatique réduite 
en LPL après injection intraveineuse d'héparine (Babirak SP, 1989). Avec le 
d6veloppement de m6thodes permettant de mesurer la masse immunoréactive 
de la proteine LPL, il a 6t4 possible de demontrer que ltactivit6 et la 
concentration de la LPL chez ces hétérozygotes Btaient, en moyenne, B un 
niveau intermédiaire entre celui des contrôles normolipid4miques et des sujets 
homozygotes (Babirak S, 1987), il y a parcontre une forte variation 
interindividuelle. Les h6térozygotes porteurg des mutations G188E, P205L et 
D250N voient leur activité de la LPL tronquée d'environ 50% (tableau V), tandis 
que les h4tBmzygotes porteurs de la mutation N291S ont une activité résiduelle 
provenant de l'all&le muté et donc ont une activité plasmatique de la LPL de plus 
de 50% (Busca R, 1995). La masse et l'activit6 de la LPL mais pas de la LH sont 
significativemernt abaissées chez les h&&ozygotes P207L ou G188E (tableau 
V). L'expression phhotypique de l'état d'hét6rozygociU pour la déficience en 



LPL, chez les canadiens-hçais, est gh6ralement caractensée par une 
hypertriglycérid6m.e mod&& (2.4 mmoVL), la présence de VLDL riches en TG, 
de LDL denses et de HDL pauvres en cholestérol (Tableau Vn (Julien P. 1994). 
De plus, la baisse de la concentration plasmatique en apo AI chez ces patients 
indique une diminution du nombre de partides de HDL en circulation (Julien P, 
1994; Julien P, 1995a). 

Tableau V. Masse immunoréactive de LPL et activités lipasiques chez des 
porteurs d'une mutation (P207L ou G188E) pour la d4ficience partielle en LPL 
(Julien P, 1996). 

contrôles porteurs P 
N 22 32 
AGE (ans) 41 f 12 44 f 13 NS 
masse LPL (ng/ml) 213 st 79 164 f 75 c0,02 
activité LPL (n.moVmin/ml) 203 f 63 l24 =t 48 <0,0001 
activité LH (nmoWm1) 249 f 117 204 î 78 NS 
NS: non significatif (p>O,O5). 

Il a B t é  démontré que ces h6térozygotes pour la déficience en LPL ont une 
tolérance diminuGe aux TG alimentaires et sont caractérisés par une lipémie 
postprandiale prolongée (Miesenbock G, 1993). L'hyperlipidémie postprandiale 
est reconnue comme Btant une condition predisposant B l'ath&osclérose 
(Zilversmit, 1979). Toutefois, une athérogén&se précoce n'a été démontree que 
tout récemment, chez quatre porteurs (Benlian P, 1996) et d'autres études 
seront nhcessaires pour confirmer cette tendance. Parcontre, lïncidence acme 
de d6ficience en LPL chez les patients atteints de maladies cardiovasculaires est 

présentement B l'étude dans notre laboratoire. Il a, par ailleurs, été suggér6 que 
la dgficience en LPL pourrait représenter un sous-groupe de l'hyperlipidémie 
familale combide (HFC), une dyslipidémie caractérisée par une surproduction 
d'apo B (Babirak SP, 1989). Cependant, les h6térozygotes canadiens-français 
examinés ne démontrent pas d'6lévation de I'apoB des LDL (Sniderman AD, 
1995), suggérant que l'expression phhotypique de lëtat hétémzggote est induite 
par le catabolisme réduit des TG plasmatiques en phase postprandiale B cause 
de la présence de LPL catalytiquement défectueuse ce qui pourrait provoquer 
une hypertriglycéridémie rnoder6e, une hypoalphalipopro~in6mie ainsi que la 



prdsence de partides LDL pauvres en cholestérol sans hyperapo B. Ainsi, la 
ddficience partielle en activité de la LPL chez les hétéoygotes est impIiqu6e 
dam l'expression phénotypique d'une dydipoprotb6mie qui serait associ6e il des 
dérangements m6taboliques pokntiellement ath6mg6niques. 

Tableau VI. Profils lipidiques du plasma dans la déficience partielle en LPL 
(P207L ou G188E) (Julien P, 1996). 

contrôles porteurs P 
N 57 90 
triglycéides (mmol/L) 

total 1,46 i 0,11 2,41+ 0,20 < 0,0001 

VLDL 0,97 i 0,lO 1,67 i 0,15 < 0,0001 
LDL 0,23 f 0,03 0,27 + 0,02 NS 
HDL 0,32 I0,02 0,33 k 0,Ol NS 

cholestérol (mmoVL) 
total 5,12 f 0,16 5,09 * 0,11 NS 
VLDL 0,53 * 0,05 0,82 i 0,08 0,0003 

LDL 3,42&0,15 3,21+ 0,11 NS 
HDL 1,12 f 0,04 0,96 * 0,03 0,0007 

apo B ( d l )  
total 0,99 f 0,04 1,06 C 0,03 NS 

VLDL 0,09I0,01 0,12 I 0,Ol 0,0092 

LDL 0,90 f 0,03 0,92 .t 0,03 NS 
apo AI (mgldl) 

HDL 1,47 f 0,02 1,41 + 0,02 0,0452 

NS: non sïgnSmtif (p>O,O5). 

Une hét6rogh6it6 dans la triglyc6rid6mie a été rappode chez des porteurs 
hétérozygotes pour une même mutation du ghne de la LPL, suggérant qu'un ou 
plusieurs facteurs secondaires pourraient aussi jouer un *le dans l'expression 
phénotypique de cette dyslipoprotéin6mie familiale et induire une 
hypertriglycérid6mie sévgre (Wilson DE, 1990; Wilson DE, 1993; Julien P, 
199513; Minnich A, 1995). Cette possibilité est appuyée par l'observation que 
12.6% des patients canadiens-français avec une triglycéridémie supérieure à 10 
mM sont porteurs d'une mutation du g&ne de la LPL (Julien P, 1994). Les 



données actuelles, que nous rapportons dans ce mémoire, demontrent 
maintenant qu'au moins 17% des patients lipémiques sont porteurs d'une 
mutation du gène de la LPL (Chapitre 2 de la pr6sente thhe). Des facteurs 
secondaires tel que l'âge, l'obésit4, l'hyperinstllinexnie et certains médicaments 
(oestrog&nes, B-bloquant8 ...) pourraient contribuer B l'expression de 
l'hypertriglyc6rid6mie chez ces hétérozygotes (Wilson DE, 1990; Wilson DE, 
1993; Julien P, 1995b). Ainsi, l'ob6siU abdominale chez des hommes, associée B 
une déficience partielle en LPL, doublerait les niveaux plasmatiques de TG 
comparativement aux porteurs d'une même mutation sans ob6sita abdominale, 
et par plus de sept fois comparativement aux sujets normaux (Julien P, 1995b). 
De plus, l'hypertriglydridhie observée chez certains hétérozygotes pourrait 
être due ik un second dbfaut du métabolisme des lipoprotéines, h6rit6 
indépendamment (Chait A, 1983; Wilson DE, 1983). dbmontrant ainsi 
l'importance des interactions gène-gène et gbe-environnement dans l'expression 
phénotypique de cette dyslipoprot&n6mie. Une interaction gène-gène, altérant le 
prof3 lipidique, a récemment 6té rapporté entre l'allèle e2 de I'apo E et les 
mutations G188E et P207L du g&ne de la LPL. (St-Amand J, 1996). 

1.7-La LPL chez les m a c r o ~ h a a  

On a attribue aux macrophages un rôle potentiel dans l'ath&ogén&se en agissant 
comme prhcurseur des cellules spumeuses présentes dans les lésions 
athémmateuses (Still WJS, 1963; Day AT, 1966). Les macrophages étant, avec 
les cellules musculaires lisses, les principales cellules que l'on retrouve dans la 
plaque athérosclémtique, la possibilité que les macrophages puissent sécréter de 
la LPL, a suscité un grand intérêt. Ce n'est qu'au début des années 80, avec la 
suggestion que l'accumulation de lipides dans les lésions ath6roscl6rotiques 
pourrait être facilitée par la production in situ de LPL, qui transformerait les 
lipoprotéines riches en TG en résidus plus facilement captés par les récepteurs 
macrophagiques (Zilversmit D, 1979), que l'implication des macrophages dans le 
processus athérogénique a suscite plus d'intérêt. 

Le processus dathérogénèse est initialement provoqué par l'accumulation de 
lipides interstitiels. L'accumulation intracellulaire de lipides est m6diée par des 
rhcepteurs de surfaces cellulaires qui reconnaissent les lipoprot6ines 



interstitielles modifides ou oxydées (Goldstein JL. 1979; Fogelman AM, 1980). 
L'accumulation de ces lipides active l'endothélium, ce qui entraîne la 
surexpression de plusieurs molécules d'adhAsion M e s  ICAM-1 (intercellular 
adhesion molecule-1) et VCAM-1 (vasdar ce11 adhesion molecule-l), qui sont 
des molécules responsables de l'adhésion des leucocytes A l'endoth6lium et 
largement identifiées dans les lésions ath6msclérotiques humaines (Cybulsky 
MI, 1991; Poston RP?, 1992; Printevesa YO, 1992; O'Brien RD. 1993). Plusieurs 
&Rides in vitro ont démontré que des lipoprotéines natives ou modifiées, peuvent 
induire l'expression de molécules d'adh&ion et l'adhésion des monocytes (Navab 
M, 1991; Saxena U. 1992; Mami N, 1993; Navab M, 1993). Seuls les monocytes 
et non les neutmphiles expriment l'antighne-4, le récepteur pour VCAM-1, ii leur 
surfhce cellulaire, démontrant ainsi la sélectivité du recrutement des monocytes 
dans l'ath6roscl6rose (Faruqi RM. 1993). De plus, il a été d6montr6 que 
l'induction de VCAM-1 par le cholestérol pd.bdde l'innltration par les monocytes 
(Li H. 1993). L'accumulation de lipides emcellulaires semble aussi induire le 
recmtement de monocytes (Saxena Ut 1994). processus sélectif qui survient 
donc après l'activation de l'endoth6lium (Saxena U, 1994). Après la migration de 
ces monocytes dans la paroi artérielle, ils maturent en macrophages puis se 
convertissent en cellules spumemes qui ont pour rôle dëliminer, au moyen des 
récepteurs -scavenger, les lipoprot4ines extracellulaires athérogéniques en 
accumulant des esters de cholestérol (Saxena U, 1994). 

Bien que la production de LPL par les macrophages ait un impact faible sur 
l'ensemble du métabolisme des lipoprotkines, l'activité enzymatique de la LPL 
jouerait un rôle important dans le catabolisme des lipoprotéines riches en TG 
pour leur captation subséquente par les macrophages (Behr SR, 1986). Deux 
mécanismes seraient responsables de l'accumulation des lipides dans les 
macrophages. Le premier consisterait en la production d'acides gras libres par la 
LPL B la suite de l'hydrolyse des TG lipoprot6iques puis B leur captation par les 
macrophages pour la synthèse in situ de nouvelles molécules de TG. Le second 
mécanisme impliquerait la captation directe via des récepteurs macrophagiques 
des r6sidus de lipoprotéines gén6r6s par l'activité catalytique de la LPL. La 
captation de ces &sidus lipoprotéiques riches en TG et en cholestérol, pourrait 
aussi dsulter en l'accumulation de cholestérol dans ces cellules (Lindqvist P, 
1983). 



Chait et collaborateurs furent les premiers B demontrer que les macrophages, 
d6rives de monocytes humains, peuvent synth6tiser et secréter la LPL (Chait A, 
1982). La LPL a été retrouvée dans la plaque athéromateuse artérielle mais 
n'était pas prbsente dans les tissus artériels normaux, suggerant que les 
macrophages pourraient être la source de cette enzyme, comme le proposait 
initialement Zilversmit (Zilversmit D, 1979). La synthbe et la secrétion de la 
LPL ont également été d6montrées, dans des culaires in vitro utilisant une lignée 
macrophagique n o m &  5774 (Khoo JC, 1981). Une &ude récente a démontré 
que des macrophages de plaques athéromateuses, plus particulièrement les 
cellules spumeuses d4rivées de macrophages, peuvent synth8tiser et s6créter de 
la LPL, corroborant aimi les résultats in vitro (O'Brien KD, 1992). La pr6sence 
de LPL immtinoréactive et d'ARNm de la LPL a aussi 6 U  mise en évidence dans 
des lésions athérosclérotiques humaines mg-Herttuda S, 1991). Les 
macrophages d4montreraient clairement l'expression d'ARNm de la LPL ainsi 
que la presence de protéine de la WL, suggerant d&s lors que les macrophages 
pourraient contribuer B la production locale de LPL dans les l6sions précoces et 
tardives d'ath6rosclérose. Il a Bté d6montré que la synthèse de LPL était 
associée B la maturation des monocytes en macrophages (Stray N, 1990). Aussi 
il a été maintes fois démontré que, durant leur maturation, les macrophages 
sécrètent une varieté de produits biologiquement actifs, incluant la LPL et l'apoE 
(Wang CS, 1985; Auwerx JE?, 1988; Ishibashi S, 1989; Ishibashi S. 1990; 
Rosenfeld MIE, 1993). 

Il a éte rapporté que les macrophages non seulement synthétisent de la LPL 
mais la s6cr6tent spontanément dans le milieu de culture, même en absence 
d'h6pa-e (EChoo JC, 1981). La majorité de la LPL ainsi transcripte (>go%) est 
relâchée dans le milieu de culture (Chait A, 1982; Stray N, 1985; Inaba T, 1995). 
Il a aussi eté rapporté que les macrophages s4cr6tant de la LPL n'ont pas besoin 
d'être actives pour s6crBter de la LPL et que cette secdtion est continuelle 
(Mahoney EM, 1981). 

L'ath6roscMrose est une maladie caractéris6e par un r6trécissement graduel du 
calibre d'une artère, dû au d6pôt de Lipides dans la paroi vasculaire, puis à la 



proW6mtion de ceHules  musculaires lisses. la production de collagène et parfois 
B la calcification de l 'a thhme (Ross R, 1986). Sa pathobiologie est dennie 
comme étant l'expression a n o d e  du processus de cicatrisation vasculaire, tel 
que décrit en detail par une récente revue de Sanders (Sandem M, 1994). Cette 
pathogénhse comporte plusieurs phases, dont une dysfonction endothéliale qui 
serait $i l'origine du processus et qui entraînerait une prolifkation des cellules 
musculaires lisses. L'6vénement initiateur de la dysfonction endotheliale est 
inconnu, mais pourrait être relie B l'infiltration de l'endoth6lium par des LDL 
e h  $i la production de leurs d6riv6s oxyd6s. Les LDL ifiltrés dans la paroi 
artérielle ont un effet ch6motracteu.r sur les monocytes qui migrent alors vers 
l'espace sous-endothélial où ils matuent en macrophages, phagocytent ces LDL 
tout en se chargeant de lipides et se transforment ainsi en cellules spumeuses 
(Henrickson T, 1981). La lesion endothbliale est alors signalée aux cellules 
musculaires lisses du milieu par trois mécanismes: soit l'interaction directe 
cellule-cellule, la sécrétion de facteurs de croissance, ou la production de 
cytokines dériv6es des monocytes (Sanders M. 1994). A mesure que ces 
macrophages repoussent l'endothélium et forment des stries lipidiques, ils 
peuvent causer une rupture de l'endothélium vasculaire exposant ainsi les 
cellules musculaires lisses B la lumière des vaisseaux sanguins. Ces lésions 
endoth6liales induisent & leur tour l'adherence des plaquettes aux parois 
endoth6liales, leur agrégation e t  la libhration d'un facteur de croissance 
plaquettaire qui stimule la proW6ration des cellules musculaires lisses. Ce 
processus peut Bvoluer vers la formation d'une plaque fibreuse ainsi que d'un 
thrombus qui constitue souvent le dernier phthornene de la série qui aboutit ii 
l'occlusion de l'artère (Gnindy SM, 1990; Sanders M, 1994). 

1.9-Le Bezafibrate et la LPL 

Le Bezafibrate fait partie de la famille des fibrates qui sont des agents 
hypolipidémiants abaissant les taux de TG plasmatiques. Les fibrates ont 
comme &et de fiduire la lipolyse dans les tissus adipeux, de stimuler l'activation 
de la LPL et d'inhiber la synthèse et/ou la sécrétion hépatique de VLDL, ce qui a 
pour effet de rbduire les concentrations plasmatiques de TG (Nikkilii EA, 1977; 
Heller F, 1983; Davignon J, 1994). De plus, les fibrates peuvent diminuer la 



syllthBse de mvo d'acides gras dans le foie en inhibant l'acétyl CoA carboxylase 
(Krïtchevsky D, 1979). 

Plus récemment, on a dbmontré que les fibrates peuvent également réduire le 
transfert de cholestérol des HDL vers les VLDL en normalisant ainsi les pronls 
athémgéniques (Guérin M, 1996). L'augmentation des niveaux de HDL observée 
chez certains patients, pourrait être due B une amélioration du transport inverse 
du cholestérol vers le foie (Shepherd J, 1993) puisqu'une diminution des VLDL 
occasionne moins de transfert d'esters de cholestérol des HDL vers les VLDL. 

Il semble maintenant probable que les fibrates puissent aussi augmenter 
l'activité de la LPL en réduisant les niveaux d'expression h4patique de l'apo Cm, 
l'inhibiteur de l'activité de la LPL (Haubenwrillner S, 1995). Ainsi, les fibrates, en 
haussant l'activité de la LPL, pourraient favoriser l'élimination des lipoprotéines 
riches en TG. 

De plus, les fibrates peuvent modifier la composition des LDL en affectant la 
structure secondaire de l'apoB, en améliorant l'interaction des LDL avec les 
r6cepteurs-LDL, et en permettant ainsi une meilleure élimination des LDL 
circulantes (Kieinman Y, 1987). Egalement, en activant la LPL, les fibrates 
augmentent la densite des LDL et diminuent les risques d'athérosclérose 
(Shepherd J, 1993; Gu6rin M, 1996). 

Par contre, ce mbdicament est inefficace chez les personnes souffrant 
d'hyperlipoprotéinhie de type 1, puisque ces sujets ont une absence totale 
d'activité de la LPL. Mais, les fibrates pourraient être efficaces pour rétablir 
l'activité de la LPL chez des sujets porteurs d'une mutation dans le géne de la 
LPL (d6ficience partielle de l'activité de la LPL). Toutefois, on a observb, chez des 
patients hypertriglyc&id6miques, que les niveaux de LDL-cholestérol ont 
tendance A augmenter lbgèrement lors de la prise de fibrates (Davignon J, 1994). 
Etant d o ~ 6  que les patients porteurs d'une mutation du gène de la LPL ont des 
LDL denses, cette augmentation non souhaitable des LDL pourrait se produire 
pardk1ement avec la baisse des TG plasmatiques. L'effet in vivo des fibrates 
dans la déficience en LPL n'a pas encore été 6valuée. 



Sachant que l'expression phénotypique de la d6ficience en LPL peut être très 
variable et même induire une lipémie ponctuelle, dans un premier volet, nous 
avons examine l'incidence d'h6térozygocité pour les mutations G188E ET P207L 
chez des patients canadiens-français atteints d'une dyslipidemie cara&risée 
par la présence ponctuelle de lip6mie (TG 2 10 mM). De plus, nous avons 
exrimin6 l'incidence de la mutation N291S dans œtte même cohorte afin de 
déterminer si une mutation n1aEe-t que partiellement l'activité de la LPL, 
telle la mutation N291S, pouvait aussi induire une lipémie aussi sévère que celle 
no& en présence des mutations G188E et P207L. 

Il e& maintenant connu qpe la LPL joue un rôle primordial dans le métabolisme 
des lipoprotéines riches en TG, par les macrophages (Lindqvist P, 1983). 
Plusieurs autres 6tudes ont examin6 le rôle de la LPL dans le processus 
d'accumulation des TG par les macrophages (Gianturco SH, 1982; Bates SR, 
1984; Von Hodenberg E, 1984; Ishibashi S, 1989) et une 6tude &ente a 
demontre Yabsence d'accumdation de TG dans des macrophages humains 
atteints de dbficience compl&te en LPL (Skarlatos SI, 1993). Ainsi, nous avons 
6mis l'hypothèse qu'une production réduite de LPL par les macrophages pourrait 
affecter l'élimination normale des lipoprotéines riches en TG des espaces 
interstitiels. Sachant que les macrophages peuvent synth6tiser et sécréter de la 
LPL, Iëtude de la production de la LPL par ces macrophages atteints de 
dbficience partielle en LPL serait donc un modèle int6ressant afin d'examiner 
l'effet des fibrates sur la dgulation in vivo de la LPL. 

Dans un second volet, la pdsente étude consistait B examiner la production et la 
sécrétion de la LPL par des macrophages en culture provenant de patients 
hétérozygotes pour la dbficience en LPL afin de comparer la production de LPL 
de ces macrophages h6térozygotes ii celle de macrophages normaux. 
L'expression de l'ARNm de la LPL, la masse immunoréactive de la LPL sécr6tée. 

ainsi que l'activité de la LPL dans le milieu de &ture.ont Bté 6val&es dans ces 
macrophages dérivés de monocytes. Par la suite, l'effet d'un activateur de la 
LPL, le bezdbrate, a ét& examiné, dans ces macrophages en culture. A plus long 
terme, cette Btude vise B examiner le rôle potentiel des fibrates dans le 
traitement des hypertriglycérid&nies et des lipémies induites par la déficience 
f d a l e  en LPL. 



CHAPITRE 2 

L'occurence fkéquente des allèles mutés de la LPL (G188E, P207L and N291S) 
chez des patients lipémiques d'origine canadienne-fhnçaise. 



La lipoprotéine lipase (LPL) joue un rôle central dane le m6tabolisme des 
triglycérides (TG). dgdant ainsi le catabolisme des lipoprotéines riches en TG. 
La déficience en LPL pourrait des lors contribuer & la manifestation de diverses 
dyslipoprot6hémies ainsi qu'B la production de partides ath6rog6niques. Nous 
avons errminé 203 patients d'origine canadienne-fiançaise qui montraient un 
taux de TG &al ou sup6rieur ii 10 mmoV1, afin de déterminer la fh5quenœ des 
mutations G188E. P207L et N291S du g h e  de la LPL. Nous avons trouv6 que 
17% de ces patients lipémiques étaient porteurs diin defaut dans le g h e  de la 
LPL et qu'un nombre approximativement 6gd de patients étaient porteurs de 
deux mutations majeures appelbes N291S et P207L. La présente 6tude indique 
qu'une hypertriglyc6rid6mie associée B de faibles niveaux de cholestérol HDL 
peut résulter d'un défaut dans l'activité catalytique de la LPL. Il a d6jQ été 
démontr6 que des facteurs, tant génétiques qu'environnementawt. pouvaient 
transformer une forme variante, apparemment innofensive, en une forme 
pouvant causer une hypertriglycéridémie s6v&re, telle qubbse~6e  chez des 
individus hé~rozygotes ou homozygotes porteurs de l'allhle muté N291S. Nous 
suggerons que. dans certaines conditions, la mutation N291S pourrait 
prédisposer ik une forme d'hypertriglyc6idémie pouvant mener ii la maladie 
cardiovasculaire. 
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Lipoprotein lipase (LPL) plays a central role in triglyceride (TG) metabolism, 
regulating the c a t a b o h  of TG-rich lipoproteins. LPL deficiencg may then contribute 
to the manifestation of various dyslipoproteinemias and to the production of 
atherogenic particles. We have examined 203 French-Canadian patients in whom 
plasma TG were 10 mrnolL or greater in order to determine the occurence of LPL 
gene mutations. We have found that 17% of these lipemic subjects were eafiying a 
LPL gene defect and that an approxhately equal number of them &ed two major 
mutations called P207L and N291S. The present study indicates that 
hypertriglyœridernia and low HDL cholesterol resulted nom defective LPL catalytic 
activity. It has been concluded that genetic or environmental factors may transform 
an apparently harmless variant form of LPL dele,  such as N291S. into a disease- 
causing mutation, as shown by the severe hypertriglyceridemia obsemed in 
heterozygote and homoygote individuals camying the mutant allele N291S. It has 
been suggested that N291S variant could predispose to hypertriglyceridemia under 
variou8 conditions that could then lead to coronary arteries diseases. 



Lipopmtein lipase (LPL, EC 3.1.1.34) is a glycoprotein enzyme that is pmduced by 
parenchymal celle and anchors to the capillary endothelid cell surface by 
proteog1yrcan Lings. LPL requires apolipoprotein (apo) CII, an essential wnictor, for its 
catdytic activity. LPL hydmlyses triglycerides (TG) of chylomicrons and very low 
density lipoproteins W L )  (Smith LC, 1984), generating remmmts that are further 
hydrolysed by hepatic lipase (Jackson RL, 1983). LPL is thus involved in the 
maturation of plasma lipoproteins and its deficiency may contribute to the 
manifestation of several pathological conditions, to various dyslipoproteinemias and 
to the production of athemgenic particles (Murthy V, 1996). 

Type 1 hyperlipoproteinemia is a rare autosoma1 recessive disorder characterized by 
severe fasting hypertriglyceridemia, mainly due to plasma chylomironemia. This 
disorder has been reported to be also caused by primary LPL deficiency, by primary 
apo CI1 deficiency or by a circulating inhibitor of LPL activity (Brunzell JD, 1989). In 
the province of Qubbec, the disorder has been associated with a defect in the LPL 
gene, but not in the apo CI1 gene. Genedy, homozygous carriers of LPL deficiency, 
such as LPL gene mutations G188E and P207L, express severe chylomimnemia due 
to the production of completely inactive LPL enzyme (for review: (Murthy V, 1996)). 
LPL gene mutations, inducing partial LPL deficiency, have also been described in 
homozygote patients without the expression of chylomicronemia (Murthy V, 1996). 
Recently, an individual with normal level of plasma TG but homozygote for the 
Asn291Ser (N291S) mutation has been reported (Funke H, 1995). In the present 
study, we report two homozygous chylomicronemic subjects for this N291S mutation 
among a cohort of 203 lipemic patients. 

The heterozygote state for mutations G188E and P207L has been characterised by 
normal to severe hypertriglyceridemia, presence of TG-rich lipoproteins, dense LDL 
and cholesterol-poor HDL (Julien P, 1995a; Julien P, 1996). The heterogeneity of TG 
levels in these hetemzygotes indicaks that factor(s) other than LPL deficiency may 
exacerbate the phenotypic expression of hyperhiglyceridemia. Recently, it bas been 
reported that 12-20% of type IV and V hyperlipoproteinemia in the Québec population 
are associated with a genetic defect in plasma TG catabolism (Julien P, 1995a; 
Minnich A, 1995). Moreover, factors, such as age, obesity, hyperinsulinemia, apoE 
genotype and lipid-raising dmgs have been shown to contribute to the expression of 



hypertrigiyceridamia in heterozygote carriers (Wilson DE, 1990; Wilson DE, 1993; 
Zhang H, 1995; Murthy V, 1996). The present study is intended to fbrther 
characterize French-Canadian lipemic patients (plasma TG > 10 mmoYL) in order to 
examine%he occurence of major LPL gene mutations (G188E, P207L and N291S) 
previody repbrted h t h e  Qu6bec population. 



Subjects (n=203) seen at the Québec Lipid Research Clinic at Laval University 
Medieal Centre were selected on the basis of their TG levels (Iipemia: TG > 10 
mmoVL). Control individuals (n=142) referred to our c h i c  for heterogeneous 
dyslipidemia, except for lipemia or f d y  bistory of LPL deficiency, were randomly 
selected for the d y s i s  of LPL gene mutations. 

P h m a  lipoproteins hctions (Chylomicrons, VLDL, LDL and D L )  were prepared by 
the combined use of ultracentrif&ation and heparin-manganese precipitation as 
previously descrîbed (Cantin B. 1992). The cholesterol and TG concentrations in 
plasma and lipoprotein hctions were detemiined enqmatically uaing an aubmated 
RA-1000 analyser fkom Technicon instruments (Tarrytown, NY, USA). Plasma 
apolipoprotein B (apoB) and AI (apoAI) levels were determined by rocket 
immunoassays ( C a t i n  B, 1992), using standardised conditions (Mooxjani S, 1987). 
ApoE phenotypes were determined using isoelectric focusing electrophoresis of 
delipidated VLDL (Moorjani S, 1989). Plasma glucose was enzymatically measured 
(Richter R, 1971) and plasma insulin was assessed by radioimmunoassay with 
polyethylene glycol separation (Desbuquois B, 1971). 

DNA analysis 

Genomic DNA was extracted h m  &ozen peripheral blood uging a standard protocol of 
digestion with proteinase K (Sigma, Mi) followed by extraction with phenol and 
chloroform. Identification of the mutant LPL deles was performed by polymerase 
chain reaction (PCR). Exon 5 of the LPL gene was amplifiecl with 200 pmol of primers 
(5'-TTCCCTTTTAAGGCCTCGAT-3' and 5' AAGTCCTCTCTCTGCAATCAC-3') for 
the detection of point mutations G188E and P207L. Amplification conditions were 
adjusted, for the first cycle, a t  95OC for 3 min, at 60°C for 0.5 mi . ,  a t  7Z°C for 1 min, 
followed by 1 min at 95OC, 30 sec at 60°C, 1 min at 7Z°C for 29 cycles. Cycles ended 
with 10 min at 72OC. The LPL mutation P207L was detected by restriction digestion 
of the PCR product with Ddel enzyme (Bijvoet SM, 1992) whereas the LPL mutation 



G188E was detected using Ava II enzyme (Monsalve MV, 1990). Exon 6 of the LPL 
gene was nmplified with 200 pmol of primers (5'-GCCGAGATACAATCTTGGTA-3' 
and 5'-CTGCTT~GGCTCTGACTGTG3') for the detection of point mutation 
N291S. Amplification conditions were 94OC. 1 min; 60°C, 30 sec; 72OC, 45 sec for 35 
cycles. Mutation N291S was then detected by restriction digestion of the PCR 
product with Rsa 1 enzyme. 

Figure 1 shows a normal subjed for LPL N291S mutation (lane#l), a hetemzygote 
subject for this mutation (lane#2), since the restriction enzyme cuts the abnormal 
allele, the presence of two bands indicates that the aubject is heterozygote and a 
homozygote subject is characterised by one band since the two aUeles were cut 
aandi3). 

Although untransfonned values are shown in tables 2 and 4, TG and cholesterol levels 
of the lipoproteins- fraction were log10 transformed in order to normalize their 
distribution pnor to statiatical analyses. Means were analysed by ANOVA. 
Merences in frequency for apoE isoforms. use of drugs, alcohol and cigarettes. 
occurence of myocardial infarction, angina pectoris, coronary bypass surgery and 
diabetes mellitus, were tested by chi-square analyses. Associations among variables 
(TG, LDL-cholesterol and HDL-cholesterol levels) were assessed by the Pearson 
correlation coefficient. Results were considered statisticdy significant when pe0.05. 
Statistical analyses were perfor~ned with Statistical Analysis system@ s o h a r e  
(SAS Institute, hc.). 



None of the 142 control patients was detected as positive for these three LPL gene 
mutations (Table 1). However, in the cohort of 203 lipemie patients (TG greater than 
10 mmol/l) who also had no f d y  history of LPL deficiency, 17% were carrying 

mutant V L  deles. Among these carriers of LPL gene mutations, 2 patients were 
found to be homozygotes for mutation N291S. 

Table 2 shows the clinical characteristics of noncarriers and heterozygote carriers of 
LPL gene mutations. Eight individuals d g  mutation G188E were identified 
(Table 1) but one subject was excluded because medical information were not 
available for the study, whereas fourteen individuah carried mutation PU)%. Mutant 
d e l e s  G188E and P207L lead to complete absence of LPL catalytic activity. In 
heterozygotes, they both induce similar LPL deficiency (Julien P, 1996); therefore, 
these patients were combined in group 1. Group 2 includes 10 patients carrying 
mutation N291S known to induce only partial LPL deficiency in mutant allele (Funke 
H, 1995). Sex, age, body mass index @MI), proportion of alcohol drinlrers and amount 
of alcohol taken, smokers or persons using lipid-lowering drugs, 0-blockers or 
hormones were not statistically different between noncarriers and carriers in group 1 
and 2. No individual in group 1 used diuretics or were under oestrogenic replacement 
therapy. Even though chi-square test demonstrated that the frequency of coronary 
heart disease was similar between groups, it is noteworthy that the frequency of 
myocardial infarction, angina pectoris and coronary bypass surgery was about three 
fold higher in patients carrying mutation N291S compared to noncarriers, whereas 
this fkequency was much lower in patients carrging a mutant allele with no LPL 
activity. It is also of interest to note that N291S patients (group 2) had signific811tly 
higher blood pressure compared to group 1 and noncarriers (~~0.03). In addition, 
N291S patients had glycemia 23 to 27% higher than group 1 or  noncamers as well as 
a higher frequency of diabetes that nearly reached statistical significance (p-0.056). 

Phenotype analysis revealed that apoE2 isoform was present among 35% of 
noncamers, 15% of individuals in group 1 and 33% in group 2 (Table 2). Seven 
apoE2/2 homozygote patients were found among the noncarriers whereas none was 
found in group 1 and one was present in group 2. Analysis of the apoE allele fkequency 
indicated that heterozygote patients carrying mutations G188E or P207L had 
significantly less ~2 but more ~4 alleles compared to noncarriers or to a group of 



~ren&- anad di an individuah -do& selected h m  the geographical region. Apo E2 
and E4 isoforms have been assoàated with rai& plasma TG levels (Dallongeville J, 
1992). No evidence for a difference in ~ 2 ,  E3 and &4 allele hquency between group 2 
and wntml group was detected. 

The results of fasting plasma total cholesterol and TG levels, as well as lipid and 
apolipopmteia concentrations in lipoprotein fiactions are listed in Table 4. AU patients 
had high chylomimn and VLDL cholesterol and TG concentrations, normal LDUnDL 
cholesterol ratio and very elevated plasma totaVHDL cholesterol ratio, indicating a 
dyslipidemia assoeiated with increased concentratione of VLDL particles. However, 
cornparisons between heterozygote carriers and noncarriers did not revealed any 
statistically significant difference in plasma lipid and lipoprotein composition. 
Correlation analyses showed a negative association between plasma TG and HDL 
cholesterol in all groups (Table 5). The relatiomhip between plasma TG and HDL 
cholesterol showed that HDL cholesterol decreased as plasma TG increased in d 
three groups, but was more pronounced in heterozygotes, as indicated by higher 
regression elopes in carriers compared to noncarriers. A signincant correlation 
between plasma TG and LDL cholesterol was also observed in noncarriers, but not in 
carriers of LPL gene mutations. 

Clinical characteristics and lipoprotein profiles of two homozygote male patients for 
mutation N291S are presented in Table 6. Both subjects had moderately elevated 
BMI, no apoE2 allele, normal blood pressure and glycemia. They had no diabetes or 
coronary heart disease. However, subject #1 was an alcohol drinker (180 grammes of 
alcohol by week) whereas subject #2 was taking Clofibrate (2g per day). They both 
had similar lipopmtein profiles compared to the N291S heterozygote carriers (Table 
4). By contrast with reported values for homozygote patients carrying mutation 
G188E or P207L (Gagne C, 1989; Murthy V, 19961, these N291S homozygotes had 
less severe hypertriglyceridemia and subject #2 responded to clofibrate treatrnent. 



DISCUSSION 

Among F'rench-Canadian homozygotes for LPL deficiency and expressing complete 
LPL activity deficiency and chylomicronemia, two major mutations, G188E and 
P207L. accaunt for 91% of mutant LPL alleles (Murthy V, 1996). We have previody 
reported that the highest worldwide incidence of heterozygosity for these two 
mutations was 1 in 48 in the NorthEastern region of the province of Qu6bec and w e  
have estimated the frequency of heterozygosity to be of the order of 45,000 carriers 
(Julien P, 1994). In addition, we have documented that one of these two LPL gene 
mutations was present in 12.6% of the lipemic patients referred at our Lipid WC. It 
was thus suggested that LPL deficiency could play a critical mle in the expression of 
hypertriglyceridemia in the French-Canadian population, and that other yet 
unidenaed LPL gene mutations could be involved in the induction of lipemia 

Recently, mutation N291S expressed in COS1 cells has been shown to result in 
partial LPL catalytic activity (Busca R, 1995). The prevalence of mutation N291S in 
the Qu6bec population is not known because remaining catalytic activity prevents 
the expression of chylomicronemia in homozygote patients. In an attempt to 
determine if mutation N291S could be involved in the expression of 
hypertriglyceridemia in the French-Canadian population of Québec, we have studied 
the incidence of this mutant allele in a cohort of 203 lipemic patients (plasma TG 
levels greater than 10 mmoY1) seen at our Lipid Clinic. Previously identified 
homozygote patients, known to carry mutations Gl88E andlor P207L, patients with 
no postheparin plasma LPL activity or patients with family history of LPL deficiency 
have been excluded from this study. The present report indicates that 17% of lipemic 
patients carried one of these LPL gene mutations and that 6% of them carried 
mutation N291S (Table 1). This observation supports previous hdings showing that 
heterozygosity for LPL gene mutations was present among hypertriglyceridemic 
patients (Julien P, 1994; Hoffer MJV, 1995; Minnich A, 1995). Furthemore, two of 
these carriers were found to be homozygotes for mutation N291S. As opposed to one 
previous report showing a normolipidemic subject canying two mutant N291S alleles 
(Funke H, 1995). we presently report the two first cases of homozygosity for 
mutation N291S that result in severe hypertriglyceridemia. In addition, these data 
indicate that mutation N291S is nearly as prevalent as mutation P207L in our 
cohort. These mutant alleles were not found in 142 randomly selected dyslipidemic 



patients, supporting the likelihood that mutant deles,  G188E and P207L and N291S, 
could play a critical d e  in the phenotypic expression of hypertriglyceridemia 

In the hsting state, d e r s  of mutations P207L and G188E have been cbaracterized 
by a dyslipoprotëinemia resulting from LPL deficiency, and expressing mild 
hypertrigIyceridemïa, low HDL levels and presence of denser LDL particles without 
mcmase in plasma total apo B (Julien P. 1996). In addition, the presence of LPL gene 
defects has been reported in hypertriglyceridemic patients in the Qu6bec population 
(Julien P, 1995a; Minnich A, 1995). Heterozygote subjects for mutation G188E have 
also been shown to express irnpaired TG tolerance and postprandial lipemia 
(Miesenbock G, 1993) a predisposing condition for atherosclerosis (Zilversmit DB, 
1979). 

A number of investigations have reported that low LPL activity could be an 
important factor responsible for low plasma HDL concentrations and 
hypertrigiyceridemia (Babirak SP, 1992; Vega GL, 1996). Moreover, relationships 
between elevated plaema TG, low HDL cholesterol levels, and the risk of coronary 
artery diseases (CAD) have been reported in  many studies (Assmann G, 1991; 
Manninen V, 1992, Bainton D, 1992; Castelli WP, 1992; Bengtsson C, 1993; 
Stensvold 1, 1993; Davignon J, 1996). In the present study, the higher incidence of 
CAD in the N291S hetemzygotes did not reach statistical signincance, probably 
because of the small number of individuals (n=10). However, the three fold higher 
frequency of myocardial infarction, angina pectoris and coronary artery by-pass 
surgery observe in N291S carriers supports the hypothesis that mutation N291S 
was associated with increased frequency of CAD in these French-Canadian patients 
(Table 2). Association between N291S LPL mutation and reduced HDL cholesterol 
levels has also been reported in subjects with premature atherosclerosis (Reymer 
PWA, 1995). 

Even though mutant LPL allele N291S induced partial reduction in LPL activity 
(32%) (Reymer PWA, 1995) compared to P207L and G188E (100%) (Ma Y, 1991), we 
report that N291S mutant allele was found in lipemic patients as frequently as 
P207L (Table 1). Cornparisons of the lipoprotein profiles of heterozygote patients 
carrying a mutant allele expressing complete deficiency in LPL catalytic activity 
(gmup 1) to that of patients carrying a mutant allele expressing partial deficiency 
(group 2) showed no stat ist idy significant difference in their lipid and apolipoprotein 



leveie (Table 4). Moreover, heterozygote patiente, groups 1 and 2. have similar lipemia 
compared to noncarrîers. These findings suggest that one or more secondary f8Ctods) 
have probably exacerbated the expression of hypertriglyceridemia. As expeeted in 

lipemic patients, the decrease in HDL cholesterol was associated with increased levsls 
of plasba TG, however, the levels of LDL cholesterol were not associated with levels 
of plasma TG in heterozygotes, indicating that a critical defect in the catabolism of 
VLDL particles oould have induceci the expression of hypertriglyceridemia in these 
heterozygotes (Table 5). In addition, hctors, such as age, obesitg, hyperinsulinemia. 
diabetes mellitus, alcohol, apoE genotype &d lipid-raising drugs could have 
contributed to the phenotypic expression of hypertriglyceridemia in familial LPL 
deficiency (Wilson DE, 1990; Wilson DE, 1993; Zhang H, 1995; M d y  V. 1996). 

Mutant allele N291S as been reported as a predisposing factor for the expression of 
Qpe III hyperlipoproteinemia and hypertriglyceridemia (Zhang H, 1995). However, 
the fkquency of the a allele in heterozygote patients carrying the N29lS was similar 
to that of nonCanier lipemic patients as well as to that of normolipidemic contmls 
randomly selected from the French-Canadian population (Table 3). Moreover, 
heterozygotes carrying mutations P207L and G188E had significantly less ~2 allele 
than dl other groups. It is thus apparent that apo E2 was not an important 
predisposing factor for the expression of hypertriglyceridemia in our cohort of French- 
Canadia. lipemic patients. 

Association between BMI and LPL deficiency in the expression of 
hypertriglyceridemia has been proposed in heterozygotes with mutation G188E 
(Wilson DE, 1990) whereas predisposition or no association was reported with 
mutation N291S in other studies (Fisher RM, 1995; Mailly F, 1995; SyvaMe M, 
1996). In the present study, patients had moderately elevated BMI which was 
identical between groups, suggesting that BMI was rkt a predisposing factor in the 
expression of lipernia in these heterozygote patients. 

It has been reported that diabetic carriers of defective LPL alleles, Gl88E and 
N291S, are at higher risk of hypertriglyceridemia (Wilson DE, 1990; SyvSnne M. 
1996). Hyperinsulinemia has also been found closely associated with 
hypertriglyceridemia in heterozygotes for LPL deficiency (Julien P, 1995b) and 
personal communication. It is thus of interest to note that, in the present study. 44% 

of lipemic patients with the N291S mutant allele had diabetes as opposed to only 10 



and 16 % in other heterozygotes or contml lipemic subjects (Table 2). Unfort-tely, 
data showhg fastiag insrllin levels were not available, but fristing glycemia showed a 
tendency to increase in N291S patients. Taken together, these findings suggest that 
diabetes could play a critical role in the expression of lïpemia in heterozygotes 
carrlrring the N291S mutation. 

Mutation N291S has been reported in the general population and in patients without 
CAD (Funke H, 1995; Reymer PWA, 1995). A homozygote individual for mutation 
N291S has even been described with normal levels of plasma TG and HDL cholesterol 
(Funke H, 1995). In the present study, we report signifïcant incidence of mutation 
N291S in patients with severe hypertriglyceridemia. It is thus concluded that genetic 
or environmental factors, such as apo E2, obesity, hyperinstilinemia and diabetes, 
may transform a apparently harmless variant form of LPL allele into a disease- 
c a h g  mutation (Fisher RM, 1995; Julien P, 199%; Zhang H, 1995). This is further 
eupported by the obsemation that homozygotes for mutation N291S can express 
severe hypertnglycerïdemia (Table 6). In one of these two homozygotes, alcohol 
drbking and low LPL activiw seems to have induce the lipemic condition. Moreover, it 
is possible that others mutations in the LPL gene not known, could be implied in the 
expression of hypertriglyceridemia observed among the study subjects. But, when TG 
levels are above 10 mmoY1, subjects are at a higher risk of pancreatitis. 

In summary, the occurence of mutation N291S was as frequent as mutation P207L 
in a cohort of French-Canadian lipemic patients but these LPL mutant alleles were 
absent in a group of control patients. Thus, mutation N291S accounted for a large 
proportion of the patients in a cmhort of hypertriglyceridemic patients with low HDL 
cholesterol and at risk for CAD. It has been suggested that LPL N291S variant muld 
predispose to hypertriglyceridemia under various conditions, such as diabetes, and 
could thus Iead b CAD. 
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TABLES 

TABLE 1. Occurence of LPL gene mutation among dyslipidemic patients randomly selected at 
the Quebec Lipid Research Clinic and among lipemic patients with documenteci high plasma 
tziglprides (>IO mmoV1). 

-- 

Various Lipemic patients 
dydipidemia 

n 142 201 
Plasma triglycerides (mmoM) <4  10 to 183 
Hetemzggote carriers for G188E 0 (0) 8 (4) 
Hetemzygote carriers for P207L 0 (0) 14 (7) 
Heterozygote carriers for N291S O (0) 10 (5) 
Homozygotes for N291S 0 (0) 2 (1) 
Total carriers of a LPL gene mutation 0 (0) 34 (17) 

Number of subjeds (%) 



TABLE 2. Cllnical characteristics of the limmic ~atients 
Noncarrier Heterozygote carrier 

Group 1 Gmup 2 

Fnactive LPL allele Partly inactive LPL allele 
n 169 21* 10 
SexW 130/39 17/4 5/5 
Age (years) 43.6 i= 0.8 40.3 f 2.8 47.1 * 3.5 
BMI w m 2 )  28.6 10.3 28.1 f 1.0 28.7 I 0.6 
ApoE phenotype 7 EW2,23 E3/2, 2 E3/2 1 EW2, 1 EU2 

43 E3/3,6 W 2  5 E3/3 3 E3/3 
22 E4/3,2 W 4  5 E4/3, 1 W 4  1 EW3 

Blood pressure (rnrnHg1 

s ystolic 
diastolic 

Glycemia (mM) 
Alcohol** (%) 

Smokers (%) 

Drugs (%) 
lipid lowering 

B-blockers 

diuretics 
oral contraceptives 

hormonest 
Frequency (%) oE 

myocardial i n f i o n  
pectoris angina 
bypass surgery 

diabetes 
The data are mean f SD. Gmup 1, subjects heterozygous for mutation G188E or P207L; group 
2, subjects heterozygous for k t a t i o n  N291S. NA, not available. 
* Number of subjects carrying M-188 and M-207: 7 and 14 respectively; ** Alcohol drinkers 
were taking more than 75 g of alcohol per week; TPremarine, Provera, Prednisone, S y n h i d  or 
Estraderm: women only; $ ~2 d y s i s ;  p=0.056. ***sigdcantly different from noncarriers 
gmup and groupl ( ~ 4 . 0 3 )  



TABLE 3. Allele k e n c i e s  for apoE isoforms in normal and lipemic subjects. 

Contro1 Heterozygote carrier 
AIiele Random wntd Noncarrier Group 1 Group 2 

Inactive LPL dele Partly inactive LPL allele 
n 178 206 24 12 
e2 0.208 0.209 0.041 0.250 
e3 0.652 0.636 0.667 0.667 
e4 0.140 0.155 0.292 0.083 

Random contmls were sampIed h m  the same region where most of the lipexnic patients were 
found. 
Random mntrol us gmup 1: x2; @.O5 



TABLE 4. P h m a  and lipoprotein lipid concentrations and apolipoprotein levels in Epemic 
patients. 

- - - --- 

Noncarrier Heterozygote carrier 
Group 1 G m p  2 

Inactive LPL dele Partly inactive LPL allele 
ChoIesteml (mrnoV1) 

plasma 10.95 f 0.57 (164) 9.62 I 0.65 (21) 10.50 I 1.26 (10) 
chylomicmn 3.38 f 0.80 (72) 5.9 * 1.39 (8) 2.45 f 0.73 (7) 

VLDL 5.05 I-0.40 (72) 4.11 f 0.94 (8) 7.27 f 1.85 (7) 
LDL 1.83 f 0.13 (72) 1-66 I 0.48 (8) 1.16 f: 0.19 (7) 
HDL 0.62 + 0.02 (116) 0.52 f 0.04 (17) 0.57 I 0.04 (9) 

Triglyceride (mmoV1) 
plasma 22.06 f 1.57 (169) 21.21 f 3.20 (21) 24.34 f 5.30 (10) 

chylomicmn 10.81 f 3.63 (54) 17.34 f 8-25 (6) 10.39 f 5.46 (6) 
VLDL 10.65 f 0.77 (69) 8.37 f 1.33 (8) 14.37 * 3.68 (7) 
LDL 0.72 f 0.06 (54) 0.59 I 0.10 (6) 0.79 f 0.16 (6) 

HDL 0.74 i 0.05 (54) 0.73 I 0.16 (6) 0.87 f 0.13 (6) 

Apo B (dL) 
VLDL 0.57 t 0.05 (76) 0.54 I 0.09 (9) 0.78 f 0.18 (7) 

LDL 0.78 i 0.03 (59) 0.63 f 0.11 (8) 0.74 f 0.15 (7) 

Apo AI (gn) 
HDL 1.20 k 0.04 (59) 1.05 + 0.12 (6) 0.99 I0.07 (6) 

Ratio 
plasma-C / HDGC 22.06 f 3.48 (116) 22.87 f 3.01 (17) 19.93 * 4.29 (9) 
LDLC / HDEC 2.90 i 0.18 (72) 3.29 + 0.90 (8) 2.06 f 0.26 (7) 

LDLC / LDL-apoB 2.25I 0.08 (69) 2.44 I 0.44 (8) 1.69 I 0.20 (7) 

VLDGC / VLDL-TG 0.47 f 0.02 (69) 0.48 f 0.06 (8) 0.51 + 0.07 (7) 

C indicates cholesterol; TG , triglyceride; and apo, apolipoprotein. 
The data are mean f SD (number of subjects). Group 1, subjects heterozygous for mutation 
G188E or P207L; group 2, subjects heterozygous for mutation N291S. 



TABIZ 5. C o d t i o n s  between TG levds and HDL and ZlDL cholesterol. 

- -- 

N o n d e r  Heterozygote carrier 
Gmup 1 Group 2 

Inactive LPL allele Partly inactive LPL allele 
Correlations 4 P r2 P r2 P 
TG vs HDL-C -0.40 0.0001 -0.68 0.0025 -0.77 0.0144 
TG vs LDL-C -0.30 0.0115 -0.65 NS -0.56 NS 
TG, triglycerides; C, cholested; NS, not significative. 



TABLE 6. Clinid  chaiacteristics and lipopmtein levels in two male homozygote patients for 
LPL gene mutation N291S 

Subject 1 Subject 2 

Age (Y-) 23 .9 56.5 

BMI w m 2 )  29.1 28.7 

ApoE phenotgpe E313 EU3 
Blood pressure: dias~1idsystolic (m-) 85/130 80/130 

Fasting insirlinernia (pmoV1) 
Glycemia (mmoY1) 
Alcohol (glweek) 
Smoker (nb/day) 

m 
Diabetes 
Coronary arterg disease 
CholestemI (mmoVl) 

Apo MW) 

Ratio 

plasma 
chylomicmn 

VLDL 
LDL 
HDL 

plasma 
chylomicron 

VLDL 
LDL 
KDL 

VLDL 
LlDL 

HDL 

NA 
4.39 
no 
no 

Clofibrate 
no 
no 

8.2 
NA 
NA 
NA 
0.6 

19.4 
NA 
NA 
NA 
NA 

NA 
NA 

NA 

plasma-CmL-C 18.88 NA 
LDL-C/HDL-C 3.58 NA 

LDGC/LDGapoB 2.10 NA 
VLDLC/VLDL-TG 0.67 NA 

NA, not available. 



FIGURE LEGENJD 

F I G m  1. Detection of the LPL N291S mutation Exon 6 of the LPL gene was PCR-amplifIed 
b m  genomic DNA and digested with Rsal. DNA is h m  control subject (iane#l), hetemzygous 
&je& (landf2) and homozygoue 8ubject ( lad3) .  Molecular weight standard Oane#4) ie a Hae 
ïïI &est of pBR322 plasmid. 



Figure 1 



CHAPITRE 3 

Etudes in uitm de macrophages dériv6s de monocytes de 
sujets h~térozygotes pour la déficience en LPL: 

Effet du Bezafibrate. 



La lipoprot4ine lipase (LPL) est s6cr6tée par les deux types cellulaires 
prédominants dans la plaque ath&osclémtique, les macrophages et les cellules 
m d a i r e s  lisses. Lors d'hyperlipidémie, les monocytes pdnètrent dans la pami 
artbielle et maturent en macrophages qui sécrètent de la LPL capable 
d'hydrolyser les lipoprotéines riches en TG (VLDL et  DL) présentes dans 
l'espace interstitiel. Les lipides sont captés par des récepteurs spécifiques des 
macrophages, causant une accumulation de lipides intraceIIulaire et la formation 
de cellules spumeuses. Le but de la présente étude, était premihrement 
d'examiner la production de LPL par des mactophages dérivés de monocytes 
humains provenant de sujets h6térozygotes pour une mutation du gène de la 
LPL situ6e au codon 207. Deiixibrnement, l'&et du bezafibrate sur la production 
in vi t ro  de LPL par ces macrophages a été investigué. Apds 7 jours en culture 
dans du milieu D-MEM enrichi de 30% de sérum autologue, les macrophages 
d6rivés de monocytes des sujets contrôles et hétérozygotes sont considérés 
matures. Les sujets contrôles et h6térozygotes avaient des niveaux similaires 
d'ARNm de la LPL, indiquant que la transcription de LPL n'est pas afEedee en 
présence de la mutation 207 du gène de la LPL. II est par ailleurs intéressant de 
noter que la masse immunoréactive de la LPL relâchée dans le milieu de culture 
par les macmphages, était significativement abaissée (pc0,03) dans le milieu 
contenant les macrophages avec une mutation du g&ne de la LPL, suggerant une 
sécrétion réduite de la protéine LPL par ces cellules h6témzygotes. Toutefois, B 
cause de faibles niveaux d'activité de la LPL et des variations interessais, 
aucune différence d'activité de la LPL n'a été détectée dans les milieux des 
cellules hétérozygotes et contrôles. Au jour 7, les macmphages ont éte incubes 
en présence de 0.5 ou 1.0 mmoM de Bezafibrate pendant 24 heures. Le 
Bezafïbrate n'a eu aucun effet significatif sur les niveaux d'ARNm de la LPL ou 
sur l'activité de la LPL. Par contre, une augmentation quoique non significative a 
été observée dans la-s6cretion de protéine LPL dans le milieu des cellules 
h4térozygotes, suggerant que le Bezafibrate pourrait augmenter la sécr6tion de 
LPL. 
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In the atherosclerotic plaque, lipoprotein lipase (LPL) is secreted by the two 
predominant eell types: macrophages and smooth muscle cds. In response to 
hyperlipidemia, monocyte-macrophages enter the vesse1 w d  where they are 
involved in the formation of athem1118. WL-modifieci trigiyceride--neh lipopmteins 
present in interstitial space of the vascular wall are taken up by specific 
macrophage receptors, leading to intracellular accumdation of lipids and to 
formation of foam cells. The aims of the present study were (1) to examine the 
synthesis and production of LPL by human monocyte-derived macrophages 
obtained h m  heterozygote subjecte carrying a LPL gene mutation at codon 207 
in the mutant allele and (2) to investigate the &ect of W b r a t e  on the in vitro 
production of LPL by macrophages. Following a 7-&y culture period in D-MEM 
medium supplemented with 30% of autologus senim, rnatured monocyte-derived 
macrophages h m  control and hetemzygote subjecte were found to have eimilar 
concentrations of LPL mRNA, indicating that the transcription of LPL was not 
affeded by the presence of  the LPL gene mutation. On the other hand, the level 
of LPL protein, based on LPL immunoreactive mass, reIeased in the medium by 
macrophages, was significantly decreased (p<0,03) in medium containing 
macrophages with the LPL gene mutation, suggesting a reduced secretion of 
LPL protein by these heterozygote cells. However, due to low level of LPL 
activiw and interassay variations, no difference in LPL activity was detected in 
media from heterozygote and control cells. At day 7, macrophages were then 
incubated in the presence of 0.5 or 1.0 mmoM of Bezafibrate during 24 hours. 
Bezafibrate had no significant effect on LPL mRNA or on LPL activity. 
However, an increase, that did not reach statistical signifïcance, was found in 
LPL protein secreted in the medium by heterozygote cells, suggesting that 
bezdbrate could increase the secretion of LPL. 



Lipoprotein lipase W L ,  EC 3.1.1.34) is a glycoprotein which is producd by 
parenchymal ce118 and anchors to the surface of capU8fy endothelid celI by 
glycosaminoglycan linbs. LPL plays a key mle in hydrolyzing trigiyœrides (TG) 
of chylomicmns and very low density lipopmteins m D L )  (Smith LC, 1984). 
LPL requires apolipopmtein CI1 (apo CH), an essential eohctor for its catalytic 
activity. The lipolysis of chylomicron and VLDL TG by LPL generates 
chylomicron and VLDL remnants that are M e r  hydrolyzed by hepatic lipase 
(Jackson RL, 1983). The enzgmatic action of LPL results in the formation of 
mono- and digIyœrides, and the rdesase of fhe htty acids which are either used 
as fuel for energy or re-esterifîed for storage in peripheral cells (Fruchart, 1989). 
LPL is also involved in the maturation of plasma lipoproteins and its deficiency 
may mntribute to the manifestation of various dyslipoproteinexnias and to the 
pmduction of atherogenic particles (Murthy V, 1996). 

Type 1 hyperlipoproteinemia is a rare autosomal recessive disorder 
characterized by severe fating chylomimneniia. This disorder is mainly caused 
by primary LPL deficiency, by primary apo CI1 deficiency or by a circulating 
inhibitor of LPL activity (Brunzell JD, 1989). High incidence of familial LPL 
deficiency has been reported in the French-Canadian population of Québec 
(Murthy V, 1996). Heterozygotes for LPL deficiency are considered to be 
asymptomatic in regard to chylomicronemia. However, this heteroygote state 
is characterized by normal to severe hypertriglyceridemia, presence of TGrich 
Lipoprokins, denser LDL particles and cholesterol-poor HDL (Murthy V, 1996). 
Impaired TG tolemce and postprandial lipemia have been d e h b e d  in these 
patients (Miesenbock G, 1993). 

Early atherosclerosis is characterized by the presence of monocyte-derived 
macrophages in the vascular wall (Inaba T, 1995). The initiating event in 
atherogenesis is believed to be related to the infiltration and entrapment of 
lipoproteins such as LDL and VLDL remnants into the arterial wall. Monocytes 
are then r e d t e d  which accumulate large amount of lipids and mature to 
macrophages and foam cells. These macrophages can secrete many proteins, 
including LPL, as initially described by Zilversmit (Zilversmit, 1979). It has also 
been shown that human monocyte-derived macrophages can synthesize and 



secrete LPL in vitro (Woo JC, 1981; Chait A, 1982; k d q y i s t  P, 1983; Stray N, 
1985; Yi&-Herttuala 5,1991; O'Brien RD, 1992; Mattson L, 1993). 

Fibratas, such as Bezdibrate, are lipid-lowering agents which are known to 
reduœ plasma TG levels, through reduced hepatic synthesis of VLDL, inmeased 
LPL activity and reduced lipolysis in adipose tissue (Grundy SM, 1990). Fibrates 
may also modify the secondary structure of apoB of LDL, thus increasing the 
interaction of this p h d e  with the LDL receptor (Davignon J, 1994). The aim of 
the present study was, first, to examine the syntbsis and production of LPL by 
huma. monocyte-derived macrophages obtained h m  hetemygote subjects 
camying a LPL gene mutation, and secondly, to investigate the effect of 
bezaûbrate on this synthesis. 



Three male carriers of mutation Pro207Leu of the LPL gene (heteroygotes), 
and three normolipidernic non-carrier males (contmls) were selected. Each 
subject was screened for the presence of LPL mutations prevalent in the 
French-Canadian population, as previously described (Monsalve MV, 1990; Ma 
Y, 1992; Minnich A, 1995). AU subjeds were f?ee of metabolic disorders, except 
for familid WL deficiency in the carrier group. The dinid characteristics of the 
subjects are shown in table 1. 

DNA analysis 

DNA was extracted h m  white blood cells with guanidine hydrochlonde, 
proteinase K digestion and ethanol precipitation as previously described 
(Jeanpierre M, 1987). Oligonucleotides were synthesized using an Applied 
Biosystems DNA synthesizer. Genomic DNA was amplified by polymerase 
chain reaction (PCR). For detection of point mutations in exon 5 of the LPL gene, 
exon 5 was amplified with 200 prnoles of primers (5'- 
TTCCCT'ITTAAGGCCTCGAT-3' m d  5' AAGTCCTCTCTCTGCAATCAC-3'). 
Amplification conditions were %OC, 3 min; 60°C, 0.5 min, 72OC, 1 min in the first 
cycle followed by 95OC, 1 min; 60°C, 0.5 6; 72OC, 1 min 2 sec for 29 cycles, and 
ending with 72OC, 10 min. The LPL mutation Pro207Leu was detected by 
restriction digestion of the DNA fragment with Ddel (Bijvoet SM, 1992) (figure 
1). The LPL mutation Gly188Glu was detected by Ava II restriction digestion of 
this fragment (Monsalve MY, 1990). LPL exon 6 was amplifïed 94OC, 1 min; 
60°C, 30 sec; 72OC, 45 sec for 35 cycles; with primers (5'- 
GCCGAGATACAATC'ITGGTA-3' and 5'-CTGCTTmGGCTCTGACTGTG 
3'). The mutation Asp25OAsn in this exon was detected by Taq 1 restriction 
digestion (Ishimura-Oka K, 1992). The LPL mutation Asn291Ser in exon 6 was 
detected by Rsa 1 restriction digestion. 

Figure 1 shows a normal subject for LPL Pro207Leu mutation (lane#l), a 
heterozygote subject for this mutation (lane#2), an undigest DNA from 
heterozygote subject (lane#3) where only one band is present, since the 



restriction enzyme cuts the abnormal allele, the presence of two bands indieates 
that the subject is hetemzygote and a homozygote subject where the two deles 
were eut (lane#4). LPL GIy188Glu, Asp25OAsn and Asn29lser mutations were 
normals for all subjects (data not shown). 

Dulbecco's modified eagle medium (DMEM), penicillin (IO 000 U/d ) ,  
streptomycin (lOpg/ml), TRIzol (for RNA extraction) and Reverse Transcriptase 
were purchased h m  GIBCO BRL (Buriington, ONT). Disposable culture dishes 
and 6-weU plates were obtained h m  FALCON. TAQ DNA polymerase and 
dNTP were purchased fkom Boehringer Mannheim (Laval, QUE). BsaJl was 
purchased fimm New Englands Biolabs (Mississauga, ONT). PmteinRse R and 
pBR322 Hae III digest were purchased h m  Sigma (St Louis, MO). dCI*Ps2 was 
purchased h m  Dupont NEN (Boston, MA). ~icoll-~a~uem was purch88ed h m  
Pharmacia (Baie d'urfe, QUE). Bezafibrate was generously donated by 
Boehringer Mannheim (Germany). AU other chernids were of analytical grade. 

Monocytes were isolated h m  peripheral blood of fasted normolipidemic healthy 
donors and heterozygote subjects using the ~ i c o l l - ~ a ~ u e m  (Pharmacia) gradient 
method. The separated cells were washed three times with s t e d e  phosphate- 
buffered-saline (PBS) and resuspended in DMEM containing 100 U / d  peniollin 
and 100 Wrnl streptomycin. CeUs (2 X 10g) were plated in wells containing 2 ml 
of eesh medium and incubated for 1 hour at 37OC in a 5% Co2-%% humidified 
air atmosphere to allow the monocytes to adhere to the dish. The medium and 
nonadherent cens were then removed and the adherent monolayer of monocytes 
was rinsed twice with &esh DMEM. ThereaRer, the cells were maintained at 
37OC in 2 ml of DMEM-antibiotics supplemented with 30% autologous serum 
and the medium was changed every 3 days. Pure beza£ibrate was dissolved in 
DMSO to obtâin a final concentration of 0.5 or 1 mmoVl in 0,1% DMSO in the 
culture medium and then added to the medium at  day 7, time required for the 
maturation of monocytes in macrophages. Higher concentrations of Bezafibrate 
were tested and resulted in toxicity for celts. Media and cells were collected afkr 



24 hours (day 8). h z e n  imrnediatly (-80°C) and used to determine LPL activity. 
maes and mRNk For the determination of cellular proteins, the celle were lysed 
with 0.5N NaOH and the total protein concentrations were determined by the 
method of BCA (Pierce Chernical Co), with bovine serum albtimin (Sigma, St 
Louis, Mo, USA) arr standard. 

LPL activity in d t u r e  media of monocyte-derived macrophages was detexmined 
as described previously by Boivin et al (Boivin A, 1994). Briefly, samples of 100 
p l  of culture medium were incubated a t  2g°C for 1 hour under gentle agitation 
with 100 fl of a substrate mixture eonsisting of 0.2 M Tris-HCl buff'er, pH 8.6, 
which containeci 10 MBfl [carboxyl-WJtrio1ei.n (Amersharn, Oakrrme, Canada) 
and 2.52 mM cold triolein emulsined in 50 gfl gum arabic, as well as U) g/l fhtty 
acid-free bovine serum albumin, 10% human serum as a source of apolipopmtein 
CIZ, and either 0.2 or 2 M NaCl to obtain a final concentration of 0.1 and 1 M.l 
M NaCl was used to inactivate LPL. The reaction was stopped by adding 325 ml 
methanol-chloroform-heptane and 1.05 ml of a potassium phosphate 
monobaeic-sodium hydroqde b e e r  pH 10.0.05 M. Free oleate rdeaaed by LPL 
was then separated from intact triolein by centrifugation (1500 g for 15 min.) 
and mixed with Universol (New England Nuclear, Montreal, Canada). Sample 
radioactivity was determined in a scintillation counter. LPL activity was 
calculated by subtracting lipolytic activity determined in a final NaCl 
concentration of 1 M (non-LPL activity) from total lipolytic activity measured in 
a final NaCl concentration of 0.1 M. Lipase activity was estimated from the 
amount of fiee oleic acid that was released fkom [JH] triolein during incubation, 
by liquid scintillation counting. LPL activity was expressed as mmoles of FFkg 
Lhrl .  

LPL mass determination 

The LPL enzyme mass was measured by enzyme-linked immuno-flow assay 
(ELIFA). The Easy-TiterTM ELIFA Apparatus (Pierce Chernical Co.) employs a 
sheet of nitmcellulose 0,45 mm sealed between two gaskets as the adsorptive 
surface. A sample application plate (96 wells) is clamped on top of the 
membrane under which 96 individual ~rinnulae empty into collecting wells placed 



under low vaccum The monocl01181 anti-LPL 10C3 (Cadelis F. 1996) was diluted 
in 0.5% phosphate b d e r  saline-bovine senim albumin (PBSBSA) to get 1 lrgJjrl 
and 100 was pipetted into the wells and pulled through for 15 minutes. Then 
200 p l  of Super Block blocking b e e r  in PBS (Pierce) was added and pulled 
through for 20 minutes. ARer washing once with 200 pl of PBS-Tween 20 (0.05% 
vh). 200 fl of antigen diluted in 0.5% PBSBSA containing 5 mM deoxycholic 
acid was addéd into the appmpriate wells and pded through for 25 minutes. The 
membrane was then washed twice using 200 pl of PBS-Tween and then. 100 pi 
of the monoclonal anti-LPL 10C3 coupled to horseratkh peroxidase diluted 1500 
times in the blocking b a e r  was added and p d e d  through for -25 minutes. ARer 
three washes using 200 pl  of PBSTween, a mimtiter plate was placed into the 
lower chamber and 100 pl of the 1-Step Turbo TMB substrate (Pierce) was 
added into the wells and pulled through the membrane for 5 minutes. The 
reaction was stopped by adding 100 pl of lM H2S04 and the absorbance at 450 
nm was read in an automated ELISA plate reader. 

Adherent macrophages were released by adding 1 ml of TRIzol to each well. 
Total RNA was extracted according to GIBCO BRL procedures and then h z e n  
at -80°C. Reverse transcription-polymerase chah reaction (RT-PCR) was used 
for the determination of LPL mRNA levels using interspecies mRNAs as 
interna1 standards (Levesque G, 1994). Brïefly, 100 ng of human monocyte- 
derived macrophages &NA and 150 ng of rat adipose tissue mRNA was 
reverse transcribed into cDNA with 50 ng of primer 1 

(TACACCTGGTCGATCACTTC). 20 pmoles of dNTP and 0.2 U of reverse 
transcriptase. The mixture was incubated during 60 min at  4Z°C, followed by 10 
min incubation at 95OC in order to denaturate the RNA-cDNA complex. Then, 
50 ng of primer 2 (GCAGGAAGTCTGACCAATAAG), 0.5 U ofTaq DNA 
polymerase and 20 pCi of-dCTP32 were added. The reaction mixture was 
denatured at 95OC for 3 min and a PCR was performed with 1 min denaturation 
at 94OC. 1 min primer annealkg at 56OC and 1 min extension at 72OC for 30 
cycles. The extension step was increased by 3 sec afkr each cycle. The amplified 
cDNA was digested during 4 hours a t  60°C. with 4 U of BsaJ1, a restriction 
endonuclease. The final product was analyzed aRer electrophoresis in a 8% 
acrylamide gel (200 volts, 5 hours). DNA bands were visualized by staining with 



ethidium bmmide. The bands of rat and human amplified products were then 
wunted separately using a Liquid scintillation counter. Ratios of rat to human 
LPL mRNA were calculated and used to evaluate the production rate of human 
LPL mRNA in macrophages. 

Statistical analyses were carried out with Statistical Analysis system@ 
software (SAS Institute, kic.). 



C l i n i d  characteristics of the control and heterozygote subjects for mutation 
Pro207Leu of the LPL gene are summarized in Table 1. The BMI of the controls 
subjects was signiscantly higher compared to the heterozygotes. The LDL 
cholesteml levels of heterozygotes were significantly increased compared to the 
control levels. 

Effect of Dimethyl szdfoptide DMSO) 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) is an inducer of neutrophilic differentiation (Novak 
HI, 1990), but 0.1% DMSO does not appear to have any effect on the levels of 
LPL activity, mass or mRNA ratios after the maturation of monocytes into 
macrophages. The viability of the cells was also not affected in the presence of 
DMSO 0.1%. DMSO was specialy used to dilute Bezafibrate. 

Pmduction of LPL mRNA by macrophages : Effect of Beebra te  

Figure 2 shows the results of the electrophoretic migration of the digested RT- 
PCR products. The middle band represents the human amplified and digested 
DNA fragment and the upper and lower bands represent the rat DNA fragments 
&r amplification and digestion. AU three bands were cut out. The two rat 
bands and the human band were placed in scintillation vials and counted 
separatly. The humadrat ratios were calculated from this. In the absence of 
Bezafibrate, there was no significant difference in LPL mRNA levels between 
the control and the hekmzygote subjects (figure 3), as already reported in C O S  
1 cells (Ma Y, 1991). The Pro207Leu LPL mutation does not appear to impair 
the synthesis of LPL RNA. The Bezafibrate treatment, does not enhance the 
synthesis of LPL mRNA in monocyte-derived macrophages. 

LPL actiuitiy and mass in ceU culture medium: Effect of Bezafibrate 

Figure 4 shows that in the absence of Bezafibrate treatment, the 
immunoreactive mass of LPL protein was significantly decreased in 



heterozygote macrophage cells as compared to control cells (p4.03). In COS1 
ce&, the same results were observed (Ma Y, 1991). However, the addition of 0.5 
mM Bezafibrate seems to have induced a four-fold increase in LPL mass in 
heterozygotes macrophages, even though this increase did not mach statistical 

eignificance. Higher concentration of Bezafïbrate in the medium (1.0 mM) did not 
produce any fûrther increase in LPL mass. 

Incubation in DMSO without Bezafibrate, shows that LPL activitg was simüar 
in medium incubated with either hetemzygote or contml macrophages (figure 5). 
Moreover, 0.5 or 1.0 mM of B e d b r a t e  had no significant effect on the LPL 
activity present in medium incubated with human monocyte-derived 
macrophages. 



DISCUSSION 

The plasma profiles of lipids and lipoproteins of heterozygotes is similar to the 
profiles of controI subjects (Table 1). The lipide profiles of 90 carriers of LPL 
mutation has been reported (Julien P. 1996). The TG levels in the hetemzygotes 
of the present study is quite low as compared to the levels reported in the cohort 
of 90 c8lprlers. This may be due to the low number of patients (3) in this ekidy. 

It has been reported that low LPL activity could be an important factor 
respoIlSible for low plasma HDL concentrations and hypertriglyceridemia (Julien 
P, 1994), two events that have been associated with atherosclemsis (Assmann 
G, 1992). 

Recently, heterozygous LPL deficiency has been reported to be related to the 
incidence of familial combined hyperlipidemia (Babirak SP, 1989) or 
hypertriglyceridemia (Wïdson DE, 1990), suggesting that this genetic disorder 
coupled with another metabolic disorder may be responsible for the deterioration 
of the lipidic profile, and subsequently the athemgenic profile. 

- The results obtahed without the Bezafibrate treatment were similar ta those 
obtained in COS-1 cells (Ma Y, 1991), except for the levels of LPL activity. The 
levels of LPL activity in the culture medium of both controls and hetemzygotes 
cells was not signincantly different (figure 5). In COS4 cells, it has been reported 
that LPL activity secreted by cells transfected with the mutant Pro207Leu 
cDNA, was lower than in cells transfeeted with the normal LPL &NA. This may 
be due to the low level of LPL activity and interassay variations. The LPL 
immunoreactive mass (figure 4) measured in the culture media of monocte- 
derived macrophages derived from heterozygotes was significantly lower than 
the controls (p<0,03). The LPL mRNA ratio was found to be the same in controls 
and hetemzygotes (figure 3). 

Bezafibrate treatment has been investigated in patients with 
hypertriglyceridemia (Kobayashi J, 1994). Before the treatment, LPL activity 
and mass of heparined semm patients was found to be lower than in the serum 
of normal controls. ARer eight weeks of treatment with Bezafibrate (200 mg/d), 
activity and mass of LPL of heparinized serum were significantly increased and 



the inneases of LPL mass were positively correlated with the decrease of TG 
levels. 

The present study ammïned the effect in vitro of Bedibrate on the synthesis of 
LPL mRNA and on'the secretion (mass) and activity of W L  pmtein by human 
monocyte-derived macrophages of hetemzggotes for the Pro207Leu mutation of 
the LPL gene and control subjects. Bezdibrate did not enhance LPL 
tramdption as shown by the LPL mRNA ratio (figure 3). It had no &éct on the 
pmduction of LPL protein as codïrmed by the LPL immunoreactive mass levels 
(figure 4) and no effect on LPL activity (figure 5). 

Sniderman (Sniderman AD. 1995) has highly recommended the use of statines 
(inhibitors of HMG CoA reductase) and not of fibrates for the treatment of 
hypertriglyceridemia and hyperapo B. But the study heterozygote subjects do 
not exhibit any hyperapo B. Heterozygotes for LPL deficiency have a defect in 
the lipoprotein ~8tabolism but not in the production of lipopmteins, so the use of 
fibrates is preferable. 

In summary, a significantly decrease of LPL protein was obsewed in 
heterozygote cells medium and an increase, that did not reach statistical 
signifieance, was found in LPL protein secreted in the medium by BezafibrateB 
treated-hetemzygote cells, suggesting that bezafïbrate could increase the 
secretion of LPL, 
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TABLES 

TABLE L Anthropometxic data and plasma lipid and lipopruteïn chamcteristiies 
of heterozygote and control subjects. 

-- -- 

clinid characteristics contn,Is heterozygotes P 

Age bears) 36,8 I 1,l 39,17 f 2,5 NS 
Weight (kg) 78 f 2,6 65 f 1,5 0,Ol 
Height (cm) 176,5 f 4,8 174,8 f 8,3 NS 
BMI (kg/m2) 25,l f 0,8 21,3 f 0,5 0,Ol 
Waist (cm) 89,8 I 8.1 77,l f 2,6 NS 
Total triglyceride (mM) 1,3 + 0,5 1,57 f 0,3 NS 
Cholesterol 

Total(mM) 4.97f.0.1 544 I 0,4 NS 
HDL(mM) 1.56f0.2 1,06 f 0,l NS 
LDL (mM) 2,83 f 0.1 3,69 I 0,2 0,03 
Total /HDL 3.3'7 f 0.6 5,2 f 0,4 NS 

AP AI km 1,51 f 0,l 1,33 I 0, l  NS 
A P ~  B (a) 0,91 =t: 0,l 1,22 f 0,l NS 
Fastinginsiilinemia 60 f 23 72 + 9 NS 
(pmoVL) 
Mean f SD, n=3. BMI, body mass index. 



Figrire 1. Detection of the LPL Pro207Leu mutation. Exon 5 of the LPL gene 
wae PCR-amplified h m  gMomic DNA and digested with Ddel. DNA is h m  
control subject (lane#l), heterozygous subject Oane#2), undigest heterozygous 
subject &me#3) and homozygous subject (lane#4). Moledar weight standard 
(lane#5) is a Hae III digest of pBR322 plasmici. 

Figure 2. Autoradiogram of the products of RT-PCR of LPL mRNA in human 
monocyte-derived macrophages and rat adipose tissue. Mixture of human RNA 
(150 ng) and rat RNA (100 ng) (lane#l); and rat RNA alone (100 ng) (lane#2). AU 
products were digested by BsaJ1. Molecular weight standard Qane#3) is a Hae 
III digest of pBR322 plasmid. 

Figure 3. LPL mRNA ratio obtained by RT-PCR of RNA synthesized by 
cultured human monocyte-derived macrophages of heterozygote and control 
subjects. Monocyte-derived macrophages were cultured during 8 d in growth 
medium supplemented by 30 % of autologous senim. On the seventh day, the 
medium was replaced by h s h  medium containing 0,1% DMSO with or without 
0.5 or 1 mM of Bezdbrate. The cells were incubated during 24h before the 
extraction of total RNA with TRIZO~@. The mRNA ratio was obtained as  
described in the experimental procedures. 

Figure 4. LPL mass secreted by human monocyte-derived macrophages 
obtained from heterozygote and control subjects. Monocyte-derived 
macrophages were d tured during 8 d in growth medium supplemented by 30 96 
of autologous serum. On the seventh day, the medium was replaced by fiesh 
medium containhg a. 1% DMSO with or without 0.5 or 1.0 mM of Bezafibrate. 
The cells were then incubated during 24h before the measurement of 
immunoreactive LPL mass released in the culture medium. LPL mass is 
expressed as nmdes of LPL protein per g of total cellular proteins. 

Figure 5. LPL activity secreted by human monocyte-derived macrophages 
obtained fkom patient and control subjects. Monocyte-derived macrophages were 
cultured during 8 d in growth medium supplemented by 30 % of autologous 
senim. On the seventh day, the medium was replaced by fresh medium 



containhg 0.1% DMSO with or without 0.5 or 1.0 m M  of Bezafibrate. The cens 
were then incubated during 24h before measurement of LPL activity secreted in 
the d t u r e  medium. LPL activity is expressed as mmoles of fiee fatty acids 
released per hour per g of cellular pmteùis. 
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CONCLUSION 

La LPL est une enzyme clé du m&abolisme des lipoproix5ines. Une déficience, 
même partielle de cette enzyme, est susceptible d'induire des anomalies dam le 
m6tabolisme des lipoprotéines et 6ventueUement de conduire B des profile 
lipidiques ath6mgéniques. 

L'ath&ogén&se, fil conducteur des maladies cardio-vasculaires, se dkeloppe 
sounioiaement, B l'insu des fttturs malades. Plusieurs facteurs de risque de cette 
pathogbnhe ont déj& été identifiés, tels que l'hypertension artérielle. le 
tabagisme, un taux de cholestérol total élevé, un taux de cholestérol-LDL bled, 
un taux de HDL-cholestérol bas, lthyperinsulinémie et plusieurs autres. 
L'ath6rosclérose est visible initialement par la présence d'une strie lipidique qui 
est directement reliée ii l'infiltration des LDL et des monocytes sous 
l'endothélium La maturation des monocytes en macrophages est associée B la 
sécrétion de LPL par les macrophages. La LPL aurait donc un rôle important 
dans le processus athérog6nique comme le proposait Zilversmït en 1979. 

Une corrélation directe entre l'athérosclérose ou la maladie cardio-vasculaire et 
la d6ficience partielle en LPL n'a toujours pas été démontrée jusqu'ià ce jour. Les 
patients porteurs d'une mutation dans le gène de la LPL ont par contre un profil 
lipidique alUr6 avec des TG légérernent plus élevés que ceux retrouvés dans la 
population en générale, des LDL plus denses et des HDL pauvres en cholest4ro1, 
facteurs tous reconnus comme étant athérog6niques. 

La premiére étude du présent mémoire visait B déterminer la prévalence de la 
d6ficience partielle en LPL chez des patients lip6miques de la clinique des lipides 
de Qu6bec et de caractériser cliniquement ces patients. L'incidence des 
mutations dans le gène de la LPL de ces patients liphiques était de 17%. Cette 
dtude nous a permis d'identifier deux sujets homozygotes pour la mutation 
N291S et de décrire 1'6tat d'homozygocit-6 pour cette mutation. La mutation 
N291S, chez l'homozygote, @sente une activité résiduelle de la LPL, puisque 
c'est uniquement la formation du dimhre qui est altérée et non pas l'activit6 
catalytique de l'enyme. 



La seconde 6tude visait ii déterminer la synthèse, la sécrétion et l'activité de la 
LPL chez des macrophages en culture provenant de sujets hétérozygotes pour la 
mutation P207L du ghne de la LPL et de sujets contrôlea. Ii a 6% observe que 
plus de masse immunoréactive de LPL etait présente dans le milieu de culture 

des macrophages normaux que ceux provenant de sujets mutés (P207L). 
Sugg4rant qu'il y aurait une plus grande sécrétion de LPL par les macrophages 
normaux, sans toutefois que cette LPL ait une activité plus élevbe, qui pourrait 
être expliquée par l'instabilité de la LPL didrique en milieu de CUIture. Cette 
étude tenhit également de démontrer l'effet d'un m4dicament, le Bezafibrate, un 
hypolipidémiant reconnu pour stimuler l'activité de la LPL, sur la eynthhse, la 
sécrétion et I'activité de LPL par ces macrophages en culture. Le Bezafibrate n'a 
pas eu d'effet significatif s u  la synthhse d'ARNm, ni sur l'activité et la masse de 
LPL, tant chez les macrophages de sujets contrôles que sur ceux provenant de 
porteurs de la mutation P207L du g h e  de la LPL. 

Une perspective intéressante afin d'évaluer l'action du Bedbra te  sur l'activité 
de la LPL des h6térozygotes pour une mutation du g&ne de la LPL, serait 
d'administrer ce médicament ii ces sujets afin de déterminer l'effet in vivo du 
fibrate sur le métabolisme des lipoprotéine riches en TG dans la deficience 
partielle en LPL. De plus, suite B I'6tude de la cohorte de patients lipémiques, il 
serait intéressant de faire l'étude des profils lipoprotdiques des membres des 
familles de porteurs de la mutation N291S du gène de la LPL afin d'identifier le 
ou les facteurs induisant la lipémie à jeun observée chez ces sujets. 

Au Qudibec, la déficience en LPL touche plus de 45 000 personnes. Quelques 
études publiaes récemment démontrent l'implication de défauts du g&ne de la 
LPL dans l'expression phhotypique de dyslipidémies. Les interactions ghne-ghne 
et ghe-environnement impliquees dans les dyslipoprotéin&nies ne sont pas 
encore toutes connues. Grâce A l'avancement de la science et des techniques de 
biologie moleculaire pour l'identification des défauts génétiques, une meilleure 
connaissance de l'implication de cette enzyme dans le métabolisme des lipides 
aidera B prévenir euou guérir des milliers de personnes touch6es par ce défaut 
m&&olique. 
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