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RESUME 

DYSREGULATIONS DE LA PRODUCTION ET DE LA CLAIRANCE DES LIPOPROTEINES RICHES EN 

TRIGLYCERIDES - APPORTS DES NOUVELLES STRATEGIES DE SEQUENÇAGE AU DIAGNOSTIC DES 

DYSLIPIDEMIES MONOGENIQUES 

 

L’hypertriglycéridémie (HTG) correspond à une accumulation des lipoprotéines 

riches en triglycérides (LRTG) dans la circulation plasmatique, conséquence d’une 

augmentation de leur synthèse ou plus classiquement décrite, d’une diminution de leur 

catabolisme. Dans près de 50% des cas, aucune cause génétique n’est identifiée chez les 

patients présentant une HTG sévère, aussi bien dans le cadre du syndrome de 

chylomicronémie familiale (FCS) que dans celui du syndrome de chylomicronémie 

multifactorielle (MCS). Pour améliorer nos connaissances et la caractérisation de ces 

patients, la conduction de corrélations phénotype-génotype précises grâce à une 

collaboration clinico-biologique étroite, ainsi que le développement d’outils de 

diagnostic moléculaire performants, demeurent des enjeux majeurs. Premièrement, 

l’évaluation de la concentration pré-héparinique en LPL et l’activité post-héparinique 60 

minutes après l’injection d’héparine chez 62 patients MCS caractérises génétiquement a 

permis la mise en évidence de deux sous-groupes chez ces patients. Deuxièmement, le 

développement d’une stratégie de séquençage de nouvelle génération permettant 

d’explorer simultanément les 9 gènes les plus prévalents dans les 

hypercholestérolémies, les hypocholestérolémies et les HTG, a permis de détecter les 

variants nucléotidiques avec une sensibilité équivalente au séquençage Sanger mais 

aussi de détecter des grands réarrangements. L’ensemble des résultats souligne la 

complexité des mécanismes de régulation du métabolisme des LRTG et l’intérêt de 

l’étude des interactions gène-gène. Ainsi, ces travaux ont permis de mettre en évidence 

de nouvelles hypothèses à explorer pour la compréhension des mécanismes 

physiopathologiques des HTG sévères et d’améliorer les outils disponibles pour les 

études de corrélation génotype-phénotype. 

 

Mots clés : Lipoprotéine lipase, hypertriglycéridémie, chylomicrons, lipolyse, 

séquençage de nouvelle génération, dyslipidémie, diagnostic moléculaire, grand 

réarrangement. 
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SUMMARY 

DYSREGULATIONS OF PRODUCTION AND CLEARANCE OF TRIGLYCERIDE-RICH LIPOPROTEINS - 

CONTRIBUTION OF NEW SEQUENCING STRATEGIES TO THE DIAGNOSIS OF MONOGENIC DYSLIPIDEMIA 

 

Hypertriglyceridemia (HTG) correspond to an increase of triglyceride-rich 

lipoproteins (TGRL) circulating concentration, as a consequence of an increase in the 

synthesis or a decrease in their catabolism, most classically described. In nearly 50% of 

patients with severe hypertriglyceridemia (HTG), no genetic cause is identified, either in 

familial chylomicronemia syndrome (FCS) or in multifactorial chylomicronemia 

syndrome (MCS). To gain new insights and to improve patient’s characterization, it 

remains important to conduct accurate phenotype-genotype association studies through 

close collaboration with referent lipidologists, and to develop high-performance tools 

for molecular diagnosis. Firstly, the assessment of pre-heparin LPL concentration, as 

well as LPL activity 60 minutes after heparin injection, enabled the identification of two 

subgroups within 62 genotyped MCS patients. Secondly, the development of a new 

sequencing generation workflow exploring simultaneously the 9 most prevalent genes 

in dyslipidemia, allowed the detection of single nucleotide variations with sensitivity 

equivalent to Sanger sequencing, but also allowed the detection of copy number 

variations. Collective consideration of the results underlines the complexity of the 

regulation mechanisms of TGRL metabolism and the interest of gene-gene interactions 

study. Thus, the studies presented herein bring new hypothesis to explore for 

understanding the pathophysiological mechanisms of severe HTG and to improve 

molecular diagnosis tools available for phenotype-genotype association studies. 

 

Key words: Lipoprotein lipase, hypertriglyceridemia, chylomicrons, lipolysis, next-

generation sequencing, dyslipidemia, molecular diagnosis, copy number variation.  
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Introduction 

 

L’hypertriglycéridémie (HTG) est un état clinique fréquent, qui se définit comme 

une élévation de la concentration en triglycérides (TG) plasmatiques à jeun au-delà du 

95ème percentile en fonction de l’âge et du sexe, soit environ 3,37 mmol/L (1). Cette 

dyslipidémie est hétérogène avec une forte interaction gène-environnement, une 

athérogénicité élevée et un risque élevé de pancréatite. Les mécanismes sous-jacents 

restent largement méconnus et ce travail constitue une contribution à leur 

démembrement. 

Les lipoprotéines riches en triglycérides (LRTG) comprennent les chylomicrons 

(CM) synthétisés par l’entérocyte, et les VLDL (very low density liporotein), synthétisées 

par l’hépatocyte pour le transport endogène du cholestérol et la sécrétion des TG 

produits par le foie (2). Une augmentation de la synthèse des LRTG ou une diminution 

de leur catabolisme entraînent une augmentation de leur concentration circulante (3,4).  

Les HTG sévères (> 10 mmol/L) peuvent correspondre à deux formes 

différentes  : une forme familiale monogénique extrêmement rare (Familial 

chylomicronemia syndrom, FCS, OMIM #238600) et une forme oligogénique 

multifactorielle moins rare (Multifactorial chylomicronemia syndrom, MCS, OMIM 

#144650) (5,6). Dans environ 30 % des cas des FCS et plus fréquemment lors des MCS, 

aucun variant rare ou fréquent n’est mis en évidence sur les gènes candidats (7), 

suggérant qu’il reste encore des mécanismes physio-pathologiques non identifiés dans 

le développement des HTG sévères. De plus, une étude GWAS a montré que les variants 

géniques sur les loci identifiés n’expliquaient qu’environ 10 % des variations de 

concentrations plasmatiques en TG dans la population (8). Par ailleurs, à l’heure 

actuelle, le principal mécanisme physiopathologique mis en évidence chez des patients 

présentant une HTG sévère primitive est une altération de la lipolyse. Une augmentation 

de la production des LRTG a été mise en évidence, mais seulement chez des patients 

atteints de diabète de type 2 et lors d’hyperlipidémie combinée familiale (9). Enfin, 

l’intérêt pour le rôle de la recapture hépatique des remnants dans les HTG sévères est 

croissant depuis la mise en évidence de l’importance de l’apolipoprotéine (Apo) C-III 
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dans la régulation de la recapture via les effets spectaculaires de l’utilisation des 

oligonucléotides antisens (ASO) APOC3 comme thérapie hypotriglycéridémiante (10,11). 

Cependant, les mécanismes moléculaires mis en jeux demeurent largement inexplorés. Il 

est donc nécessaire de poursuivre le développement d’outils génétiques et 

phénotypiques afin de progresser dans nos connaissances physiopathologiques du 

métabolisme des LTRG, et de mieux comprendre les interactions gène-environnement et 

des interactions gènes-gènes impliquées dans le développement des HTG sévères.  

La première partie de ce travail sera consacrée à une revue bibliographique 

composée de trois axes. La synthèse et le catabolisme des LRTG, ainsi que les protéines 

clés impliquées de ce métabolisme, seront particulièrement détaillés pour introduire le 

sujet de la première partie du travail expérimental. Les principales dyslipidémies 

monogéniques seront pour leur part présentées brièvement, afin d’introduire le 

rationnel de la deuxième partie du travail expérimental. Les méthodes d’exploration des 

HTG sévères ainsi que les outils de biologie moléculaire disponibles seront également 

présentés afin d’introduire les méthodologies utilisées. Ensuite, après une présentation 

des enjeux et du contexte, les travaux expérimentaux seront exposés. La première étude 

s’intéresse à la détermination de l’activité LPL sur des temps post-héparinique tardifs 

chez des patients MCS. La deuxième étude décrit la mise au point d’une technique de 

séquençage haut débit pour les dyslipidémies monogéniques, comprenant les gènes 

classiquement impliqués dans les HTG sévères, les hypercholestérolémies et les 

hypocholestérolémies. Enfin, dans une troisième partie, les résultats de ces études 

seront discutés. 
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1. METABOLISME DES LIPOPROTEINES RICHES EN TRIGLYCERIDES 

1.1. Synthèse des lipoprotéines riches en triglycérides  

1.1.1. Synthèse intestinale des chylomicrons : la voie exogène  

 

Les CM sont les plus grosses lipoprotéines retrouvées dans la circulation 

périphérique (100-500 nm de diamètre). De faible densité (<0,93g/mL) , ils sont 

constitués majoritairement de TG et monoglycerides (85-92%), mais aussi de 

cholestérol libre et estérifié (1-3%), de phospholipides (6-12%) et de traces d’acides 

gras non estérifiés. Bien qu’elles représentent moins de 2% de leur composition, les 

apolipoprotéines, détaillées par la suite, jouent un rôle clé dans le métabolisme des CM 

en déterminant leur devenir intra et extracellulaire. Les CM ont pour fonction de 

transporter les lipides apportés par l’alimentation (12).  

 

1.1.1.1. Absorption, synthèse et sécrétions des composants des chylomicrons  

dans les entérocytes  

 

L’alimentation quotidienne apporte 60 à 150 g/j de lipides, essentiellement sous 

forme de TG, phospholipides et esters de cholestérol. Les lipides d’origine alimentaire 

seront d’abord émulsifiés par les sels biliaires dans la lumière intestinale, afin de 

faciliter leur hydrolyse par différentes lipases. Les acides gras libres ainsi générés 

peuvent être absorbés par l’entérocyte par diffusion (lorsque leur concentration 

extracellulaire est supérieure à la concentration intracellulaire) ou par des récepteurs 

spécifiques tels que SLC27A1 (FATP selon l’ancienne nomenclature) et CD36. Dans 

l’entérocyte, les acides gras libres sont liés à des protéines de transports spécifiques 

(Fatty acid-binding proteins, FABPs) et seront adressés vers le réticulum endoplasmique 

pour permettre l’estérification des monoacylglycérols en diacylglycérols (DAG) par la 

monoacylglycérol transferase. Ensuite, les DAG pourront être estérifiés à leur tour : 1/ 

avec un acide gras libre supplémentaire en TG par les diacylglycérol tranférases 

(DGAT) ; 2/ avec la choline et l’ethanolamine en phospholipides par la choline et 

l’éthanolamine transférases (13–15). 
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1.1.1.2. Assemblage des chylomicrons  

 

Les mécanismes moléculaires conduisant à la synthèse et à la sécrétion des CM 

dans les cellules épithéliales intestinales sont complexes et ne sont pas totalement 

élucidés à ce jour, ainsi ils ne seront pas décrits en détail ici, notre travail étant consacré 

en premier lieu à la lipolyse intravasculaire de leur TG.  

L’ApoB-48 est la principale apolipoprotéine non échangeable des CM. 

Contrairement au foie, qui sécrète la protéine complète ApoB-100 (4536 acides aminés), 

l’ApoB produite dans l’intestin, à partir du même gène APOB, subit une modification 

post-transcriptionnelle (« édition ») par Apobec-1. Ceci consiste en l’insertion d’un 

codon-stop prématuré entraînant la synthèse d’une protéine ApoB tronquée à 48% de 

l’ApoB-100 (ApoB-48; 2152 acides aminés) (16). Dans le réticulum endoplasmique de 

l’entérocyte, l’ApoB-48 va être lipidée grâce à la microsomal triglyceride transfer protein 

(MTP) pour donner naissance aux CM primordiaux puis aux pré-chylomicrons suite à 

des cycles supplémentaires de lipidation de l’ApoB-48 par la MTP et à l’ajout de l’ApoA-

IV (12,17). L’ApoA-IV se situe à la surface des pré-chylomicrons et facilite ensuite 

leur transport vers le Golgi (18). Ils sont alors transportés vers le Golgi via des vésicules 

(PCTV, pre-chylomicrons transport vesicle). Une fois le Golgi atteint, ils fusionnent par 

l’interaction de VAMP7 (vesicle-associated membrane protein 7) avec les protéines 

membranaires du Golgi, et par l’action de Sar1b (Ras-related GTPase 1B) (17). Dans le 

Golgi, l’ApoB-48 est glycosylée et l’ApoAI est incorporée (13,19). Les CM sont ensuite 

sécrétés dans la lamina propria intestinale par exocytose de la membrane basolatérale 

des entérocytes et transférés dans le compartiment lymphatique (14,15). 

 

1.1.2. Production hépatique des VLDL : la voie endogène 

Les VLDL sont des lipoprotéines de 30-80 nm de diamètre, composées d’une 

molécule d’ApoB-100 et de multiples copies d’autres apolipoprotéines (ApoE, ApoC). 

Leur composition en TG et cholestérol est variable, selon leur taille (20). 
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1.1.2.1. Synthèse hépatique des triglycérides  

 

  Pour la synthèse hépatique de TG, les trois sources principales d’acides gras 

libres sont : 1/ issus des TG  alimentaires ; 2/ issus des TG du tissu adipeux ; 3/ issus de 

la synthèse de novo à partir des glucides. Lors de la synthèse hépatocytaire des TG, le 

glycerol-3-phosphate est issu de la glycolyse. Pour être estérifiés, les acides gras libres 

doivent être activés sous forme de molécule d’acyl-CoA, puis estérifiés par le glycerol-3-

phosphate et la glycerol-3-phosphate acyltransférase (GPAT). L’acide 

lysophosphatidique produit est ensuite acylé par une acylglycerol-3-phosphate 

acyltransférase (AGPAT) et déphosphorylé pour donner un DAG. Une nouvelle acylation 

par les DGAT aboutira à la formation d’une molécule de TG. Les TG synthétisés 

localement pourront être stockés dans les gouttelettes lipidiques ou être intégrés dans 

les VLDL (21,22). 

 

1.1.2.2.    Assemblage des VLDL 

 

Malgré les études menées ces dernières décennies, l’assemblage des VLDL est 

complexe et reste imparfaitement connu. Les données actuelles de la littérature 

suggèrent un mécanisme en deux étapes, dont les facteurs limitants principaux seraient 

la disponibilité en TG et en ApoB-100 fonctionnelle (23,24) . 

Le processus d’assemblage est initié dans le réticulum endoplasmique, dès que 

l’ApoB-100 est disponible du côté luminal de l’hépatocyte. La lipidation de l’ApoB par la 

MTP conduit à la formation d’une petite particule appelée «VLDL primordiale» (25,26). 

La lipidation se poursuit par la fusion de VLDL primordiale avec une gouttelette 

lipidique contenant de l’ApoC-III, dépourvue d’ApoB et apportant la majeure partie des 

lipides pour la formation des  VLDL (27). Lorsque la lipidation et le repliement sont 

corrects, les particules sont transportées, sous forme de VLDL2 via des vésicules 

spécifiques, vers le Golgi où se poursuivra la maturation (28,29). Dans ce compartiment, 

l’ApoB subit une glycosylation, une phosphorylation et un changement conformationnel 

et d’autres protéines comme l’ApoA-I et l’ApoE sont ajoutées aux VLDL (30–32). Les 

VLDL2 pourront soit être directement sécrétées, soit subir un nouveau cycle de 
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lipidation pour former des VLDL1 plus riches en TG (33). Les VLDL sont ensuite 

exportées vers la membrane plasmique via des vésicules spécifiques (32).   

 

1.2. Catabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides 

1.2.1. La lipoprotéine lipase (LPL) 

 

La lipoprotéine lipase (LPL) appartient à la « superfamille des lipases » qui inclut 

la lipase hépatique, la lipase pancréatique, la lipase endothéliale et les Drosophilia yolk 

protéines 1, 2 et 3 (YP1, YP2 et YP3 respectivement) (35). La LPL est une glycérol-ester-

hydrolase (EC 3.1.1.34) composée de 475 acides aminés (55 kDa ; les 27 premiers acides 

aminés correspondent au peptide signal), et est codée par le gène LPL (36). Elle est 

synthétisée dans de nombreux tissus principalement par les adipocytes et les myocytes, 

et plus accessoirement par la glande mammaire, les macrophages, les ovaires, les 

glandes surrénales, certaines cellules neurologiques, l’aorte thoracique, la rate, l’intestin, 

et les testicules (37,38). La LPL hydrolyse les TG présents dans les CM et les VLDL 

circulants, en acides gras libres et en di-acylglycérol puis en 2-monoacylglycérol (37). Sa 

place et son rôle dans la clairance des LRTG seront abordés plus en détail dans le 

paragraphe 1.2.3. En outre, la LPL assure une fonction non-catalytique de pontage 

moléculaire, permettant ainsi de lier de façon simultanée les lipoprotéines et des 

surfaces cellulaires spécifiques telles que les héparane sulfate protéoglycanes (HSPG), le 

LRP (low density lipoprotein receptor-related protein), le récepteur des LDL (LDLR), le 

récepteur des VLDL (VLDLR), le récepteur de l’ApoE de type 2 et gp330 (39,40). Ces 

interactions peuvent conduire à une accumulation et à une capture cellulaire des 

lipoprotéines et/ou des vitamines A et E liposolubles sans internalisation des 

lipoprotéines (4,37,39,41). Cette fonction de pontage a également été décrite à l’échelle 

cellulaire : la LPL serait capable de former des ponts en se liant aux HSPG exprimés à la 

fois sur les monocytes et les cellules endothéliales (42). Enfin, plusieurs études ont 

suggéré que la LPL jouait également un rôle dans la prolifération des cellules 

musculaires lisses vasculaires et l’activation macrophagique (43–45).  
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Chez la souris, le modèle knock-out (KO) lpl-/- n’est pas viable, mais un modèle de 

« sauvetage » avec expression transitoire médiée par un vecteur adénoviral pendant les 

premiers jours de vie a été utilisé pour étudier des souris avec un déficit en LPL. Ces 

souris présentent à l’âge adulte une HTG extrêmement sévère (concentration en TG 

plasmatiques multipliée par 220) et une activité LPL résiduelle très faible (environ 5 % 

de l’activité LPL des souris wild type (WT)) (46). 

 

1.2.1.1. Structure de la LPL 

 

La structure tridimensionnelle de la LPL a été déduite de celle de la lipase 

pancréatique (47). Elle est organisée en deux régions structurellement distinctes : un 

domaine N-terminal (résidus 28-339) et un plus petit domaine C-terminal (résidus 340-

475), connectés par un peptide flexible (48). Le domaine C-terminal est nécessaire pour 

la liaison au substrat alors que le domaine N-terminal détermine les propriétés 

catalytiques de la LPL (37). La forme active de la LPL correspond à un homodimère lié 

de façon non-covalente avec une orientation tête-bêche. L’activité LPL nécessite 

l’interaction d’un site catalytique avec une sous-unité et la reconnaissance du substrat 

sur l’autre sous-unité (49,50). La dissociation des dimères conduit à une inactivation 

irréversible de l’enzyme (51). Les études de relation structure-activité ont permis 

l’identification de plusieurs domaines fonctionnels, revus par Wang et al. ainsi que Mead 

et al. (37,52). 
 

 

Domaine catalytique. La fonction catalytique de la LPL humaine est assurée par 

une triade catalytique composée du site actif (Ser159-Asp183-His268), d’un trou 

oxyanion (Trp82, Leu160), et d’une structure boucle (résidus 81 à 91)/couvercle 

(résidus 243 à 266) (47,53). L’activité catalytique est liée à une modification 

conformationnelle de la structure boucle/couvercle : la forme ouverte étire la boucle de 

surface et expose le sillon contenant le site actif le rendant plus accessible aux substrats 

(47,49). L’ouverture du couvercle est induite par la liaison à une lipoprotéine (53).  

 

Domaine de liaison lipidique. La liaison au substrat lipidique est assurée par le 

domaine C-terminal de la LPL, et plus précisément par un groupe de résidus composé de 

tryptophanes (Trp417-Trp420-Trp421) et la région 442-465 (54,55). Actuellement, 
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l’hypothèse la plus répandue reste que la LPL interagit avec les apolipoprotéines à la 

surface des lipoprotéines et notamment l’extrémité N-terminale de l’ApoB (56,57). 

Cependant, Boren et al. ont montré que la délipidation des LDL empêchait la liaison LPL-

LDL, ainsi l’interaction LPL-LDL se ferait via les lipides des LDL et notamment la 

phosphatidylcholine (58). 

 

Domaine de liaison à l’héparine/HSPG. Il existe quatre sites principaux de liaison 

(chargés fortement positivement) aux HSPG (chargés négativement), deux sites 

principaux (Arg290-Arg306-Lys307-Arg309 et Arg321-Lys323-Arg324-Lys327) et deux 

sites secondaires (Lys174-Lys175-Arg178 et Lys346-Lys430-Arg432-Lys434-Lys440-

Lys441) (47,49). Une étude par mutagenèse dirigée a prouvé que l’héparine peut se lier 

à ces mêmes groupements, entrant ainsi en compétition avec les HSPG (59). Le site de 

liaison à l’héparine est situé de manière opposée au site actif, suggérant ainsi l’absence 

de rôle direct de l’héparine dans l’activité catalytique de la LPL (49). La dissociation des 

dimères de LPL, et donc son inactivation, est prévenue par la présence d’HSPG et 

d’héparine (60). La forme dimérique est 6000 fois plus affine pour l’héparine et les HSPG 

que la forme monomérique, expliquant la plus grande abondance de la forme dimérique 

à la surface de l’endothélium vasculaire (37). 

 

Domaine de liaison à l’ApoC-II. L’ApoC-II est nécessaire pour une activité LPL 

maximale in vitro et in vivo (voir paragraphe 1.2.2.5).  Les données de la littérature sont 

contradictoires sur la localisation des sites de liaisons de la LPL pour l’ApoC-II, 

suggérant des interactions avec des sites localisés en N-terminal et en C-terminal 

(49,61). 

 

Domaine de liaison à GPIHBP1. La liaison à GPIHBP1 (cf. 1.2.2.2) implique le 

domaine de liaison aux HSPG (Lys430, Arg432, Lys434, Lys440, Lys441), mais 

également la partie C-terminale de la LPL (résidus 443 à 462) qui interagit avec le 

domaine Ly6 de GPIHBP1 (62–64). 

 

Domaine de liaison aux récepteurs. Des études de délétion ont montré que la 

liaison de la LPL aux récepteurs cellulaires est indépendante des sites catalytiques et de 

liaison aux HSPG et requiert les acides aminés 407-411 et 431-468 (37).  
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1.2.1.2. Régulation de la LPL 

 

Compte tenu de son rôle clé dans le métabolisme des LTRG, l’activité LPL est 

largement régulée via de multiples mécanismes afin de s’adapter aux besoins tissulaires 

en acides gras. Ce système de régulation complexe permet des variations rapides de 

l’activité LPL (de l’ordre de l’heure) de manière tissu-spécifique, permettant une 

réponse adaptée à l’alimentation/jeûne, l’hypoxie, l’exercice, le froid. Ces adaptations 

sont la résultante de régulations transcriptionnelles et post-transcriptionnelles 

complexes, abordées dans plusieurs revues (60,65–67). Un nouveau niveau de 

régulation a été décrit récemment, en effet plusieurs études indépendantes, in vitro ou 

chez la souris, ont identifié des microARN (miR) candidats pour la régulation post-

transcriptionnelle de la LPL : miR-467b, miR-29, miR-27 et miR-590 (68–71). De façon 

intéressante, deux études de population ont montré que des sites de fixation de miR 

pourraient être altérés par certains variants fréquents (>1%) (en particulier rs1059611 

et rs13702, isolés ou sous forme d’haplotype) et qu’ils étaient associés à la 

triglycéridémie, expliquant ainsi le mécanisme sous-jacent (72,73).  

 

Protéines régulatrices. La régulation post-translationnelle de l’activité LPL est 

assurée par de nombreuses protéines extracellulaires, dont le rôle sera détaillé dans les 

paragraphes suivants : ApoC-II, ApoC-III, ApoA-V, ApoE, ANGPTL3, ANGPTL4 (65,66).  

 

 

1.2.1.3. Variants délétères et polymorphismes du gène LPL 

 

Chez l’homme, plus de 220 variants délétères différents du gène LPL ont été 

décrits (74–76). La présence de variants délétères, avec perte de fonction, à l’état 

homozygote, est responsable du FCS. Les patients hétérozygotes ne présentent 

généralement pas d’anomalie du bilan lipidique, cependant une HTG mineure à modérée 

est parfois constatée et peut s’aggraver en HTG sévère, en particulier chez les 

diabétiques, en cas d’éthylisme ou au cours de la grossesse (77).  

 

Trois variants fréquents (>1%) situés dans les régions codantes ont été décrits 

associés à la concentration plasmatique en TG. Le variant p.Asp36Asn à l’état 
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hétérozygote est associé à une augmentation des TG plasmatiques seulement de l’ordre 

de 20%, bien qu’il soit associé à une diminution de l’activité LPL in vivo et in vitro de 

l’ordre de 30% (78,79). Le variant p.Asn318Ser à l’état hétérozygote est associé à une 

augmentation des TG plasmatiques de l’ordre de 30% et une diminution du même ordre 

de l’activité et de la concentration en LPL (80,81). La diminution de l’activité LPL serait 

liée à une diminution des formes dimériques au profit des formes monomériques (82). 

Le variant p.Ser474X est quant à lui associé à une diminution de la concentration 

plasmatique en TG et une augmentation du HDL-cholestérol (HDL-c) (79,83). Le 

mécanisme moléculaire sous-jacent n’est pas clairement élucidé à ce jour, cependant, il 

existe une augmentation de l’activité et de la concentration en LPL chez les porteurs 

hétérozygotes de ce variant. Deux mécanismes ont été proposés : 1/une réduction de la 

sensibilité à l’inhibition par l’épinéphrine, cependant ce mécanisme concernerait surtout 

le tissu adipeux et non pas la lipolyse intravasculaire (84) ; 2/une régulation miR-

dépendante, via des variants situés dans la 3’UTR et en déséquilibre de liaison fort avec 

le variant p.Ser474X (73).  

 

Enfin, une quinzaine de variants situés dans les régions non codantes du gène LPL 

sont associés dans les études GWAS (Genome Wide association study) à une diminution 

ou une augmentation de la concentration plasmatique en TG (85–89). 

 

 

1.2.2. Cofacteurs régulateurs de la LPL 

 

1.2.2.1. Lipase maturation factor 1 (LMF1) 

 

LMF1 est une protéine chaperonne du réticulum endoplasmique, jouant un rôle 

essentiel dans la maturation (repliement et assemblage) de trois lipases : la LPL, la 

lipase hépatique et la lipase endothéliale (91). Le gène correspondant à cette protéine, 

LMF1, a été décrit pour la première fois en 1983, comme impliqué dans le modèle murin 

de déficit combiné en lipase (« combined lipase deficiency », cld) (92). 

 

 LMF1 est une protéine de 567 acides aminés (65 kDa), constituée de 6 domaines 

transmembranaires. Près de 70% de la séquence protéique correspond au domaine 
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DUF1222, très conservé au cours de l’évolution (91). Ce domaine joue un rôle essentiel 

dans la maturation des lipases puisque tous les variants décrits associés au cld 

entraînent une troncature de ce domaine (93). La boucle C, située du côté luminal du 

réticulum endoplasmique, joue également un rôle clé en liant spécifiquement les lipases 

dimériques. La proximité de ces 2 sites suggère une coopération dans le processus de 

maturation (91). Plus récemment, Sha et al. ont montré qu’une autre protéine du 

réticulum endoplasmique impliquée dans le contrôle qualité des protéines au niveau 

cellulaire, Sel1L, qui stabiliserait la liaison LPL-LMF1 et jouerait ainsi un rôle dans le 

repliement et la sécrétion de la LPL (94).  

 

 Les souris cld/cld développe une HTG sévère due à l’accumulation de CM, dès la 

période néonatale et les conséquences de cette HTG conduisent à la mort 2 à 3 jours 

après la naissance (93).  

 

 Chez l’homme, une HTG sévère associée à une diminution de l’activité LPL et HL 

post-héparinique a été observée chez des patients homozygotes pour des mutations 

non-sens (p.Tyr439*, p.Tyr460* et p.Trp464*) (93,95,96) et plus récemment chez un 

patient hétérozygote composite pour des variants faux-sens (97). Par ailleurs, le 

séquençage de LMF1 dans des cohortes de patients présentant une HTG sévère a mis en 

évidence l’existence d’une dizaine de variants faux-sens à l’état hétérozygote (98,99). 

L’affirmation du caractère délétère de ces variants reste délicate. En effet, bien que 

certains variants soient prédits comme délétères in silico, les résultats des études 

fonctionnelles in vitro sont contradictoires : le modèle utilisé par Surendran et al. (99) 

n’a pas mis en évidence d’effet sur l’activité LPL (n= 7 variants testés), alors que le 

modèle utilisé par notre équipe et publié récemment (100) a montré une diminution de 

38 à 79% pour 4 variants (n= 10 variants testés). Ensuite, les porteurs hétérozygotes de 

variants LMF1 sont majoritairement normotriglycéridémiques et présentent une activité 

LPL post-héparinique normale ou seulement légèrement diminuée (95,96,99). 

Cependant, cette généralité est à nuancer par les observations cliniques récentes de 

notre équipe qui rapportent des épisodes d’HTG sévère chez une enfant porteuse 

hétérozygote d’un variant non-sens dans un contexte infectieux et chez un porteur 

homozygote d’un variant faux-sens. Ainsi, des variants LMF1 pourraient jouer un rôle 
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dans le MCS, en combinaison avec d’autres variants génétiques et/ou d’autres facteurs 

environnementaux (100).  

 

 

1.2.2.2. Glycosylphosphatidylinositol-anchored high density lipoprotein 

binding 1 (GPIHBP1) 

 

GPIHBP1 est une glycoprotéine de 184 acides aminés (28 kDa ; les 18 premiers 

acides aminés correspondent au peptide signal), codée à partir du gène GPIHBP1. Cette 

protéine a été découverte par Ioka et al. en 2003 comme protéine facilitant la liaison aux 

HDL sur des cellules en cultures (101). Depuis, nos connaissances et notre 

compréhension de son rôle dans le métabolisme des LRTG ne cessent de progresser et 

elle a déjà fait l’objet de plusieurs revues (63,64,102). 

 

GPIHBP1 appartient à la famille des protéines Ly6 et est structurée en plusieurs 

domaines : un peptide signal, un domaine acide, un motif Ly6 riche en cystéine 

(lymphocyte antigen), un domaine C-terminal hydrophobe et une ancre GPI (GPI 

anchor). Elle est exprimée exclusivement par les cellules endothéliales capillaires, sur la 

face luminale des capillaires du tissu adipeux brun, du cœur et des muscles 

squelettiques (103). GPIHBP1 se lie spécifiquement et avec une grande affinité à la LPL 

et aux CM grâce à son domaine acide (103,104). Le domaine Ly6 semble également 

intervenir dans la liaison GPIHBP1-LPL (105). Selon Reimund et al., ces deux domaines 

interagissent de manière indépendante avec la LPL, et seule la LPL liée au domaine acide 

interagit avec les LRTG (106). La liaison à GPIHBP1 stabilise la conformation du 

domaine catalytique de la LPL et assure une protection contre une désactivation par 

ANGPTL3 et ANGPTL4 (107,108). Cette liaison survient au niveau du sous-endothélium 

et GPIHBP1 transporte la LPL, sous forme de vésicules, dans la lumière capillaire où elle 

sert de plateforme à la lipolyse (103,109,110). En l’absence de GPIHBP1, la LPL est 

piégée dans l’intersitium et n’est pas disponible pour la lipolyse intravasculaire des 

LRTG (109). Au niveau intravasculaire, le complexe GPIHBP1-LPL ainsi formé est 

responsable de la margination des LRTG dans les capillaires (111). D’autre part, le 

domaine acide de GPIHBP1 est également capable de se lier au motif de liaison à 

l’héparine de  l’ApoA-V, mais le mécanisme exact de l’interaction LPL-ApoA-V- GPIHBP1 
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reste méconnu (104,112). En conclusion, la quasi-totalité de la LPL étant liée à GPIHP1 

sur les capillaires, il est désormais nécessaire de définir les effets des ApoA-V, CII, CIII et 

d’ANGPTL4 sur le complexe LPL-GPIHBP1 et non plus seulement sur la LPL libre afin de 

mieux comprendre le rôle de la LPL dans la lipolyse intravasculaire (102). 

 

 

Chez la souris KO Gpihbp1-/-, l’accumulation de CM et de VLDL est responsable 

d’une HTG majeure. La quantité de LPL tissulaire est normale, mais la localisation de la 

LPL est anormale puisqu’elle se situe majoritairement autour des cellules 

parenchymateuses et très peu à la surface de l’endothélium vasculaire (103,105,113). 

Les souris Gpihbp1+/- présentent une concentration plasmatique en TG comparable aux 

souris WT, l’HTG survient après le premier mois de vie (103,113). 

  

Chez l’homme, des variants délétères homozygotes ou hétérozygotes composites 

ont été décrits chez un nombre restreint de patients présentant une HTG majeure, avec 

plus d’une vingtaine de variants décrits (74,76,99,114–123). Chez ces patients, il existe 

une cinétique anormale de relargage de la LPL par l’héparine : le pic d’activité et de 

concentration, habituellement observé 10 à 15 minutes après l’injection d’héparine, est 

absent, mais il a été observé une augmentation continue jusqu’à 60 minutes (114,119). 

En revanche, l’activité et la concentration tissulaires de LPL dans le tissu adipeux et le 

lait maternel sont normales chez des patientes hétérozygotes composites (119). Les 

hétérozygotes présentent majoritairement un profil lipidique normal (115–117).  

 

Enfin, deux polymorphismes de GPIHBP1 ont été décrits comme associés aux 

HTG : le variant c.-469G>A, situé dans le promoteur, et pour lequel il n’existe pas d’étude 

fonctionnelle (124) ; et le variant c.41G>T (p.C14F), situé dans le peptide signal, qui 

diminuerait la capacité de transfert de la LPL à la surface endothéliale via une 

diminution d’expression de GPIHBP1 (116,122). 

 

 

1.2.2.3. Apolipoprotéine A-V (ApoA-V) 

 

L’ApoA-V est une protéine de 366 acides aminés (39 kDa ; les 23 premiers acides 

aminés correspondent au peptide signal) codée par le gène APOA5, appartenant au locus 
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APOA5- APOA4- APOC3 APOA1. La protéine mature est sécrétée après clivage du peptide 

signal (125). Elle est principalement exprimée par le foie et au niveau plasmatique, elle 

circule principalement sous forme monomérique, associée au VLDL, HDL et CM 

(126,127). Sa concentration plasmatique est très faible comparativement aux autres 

apolipoprotéines (inférieure à 1 mg/L), suggérant un rôle régulateur plutôt que 

structural (126). 

 

L’ApoA-V intervient à plusieurs étapes dans la régulation du métabolisme des 

LRTG. Premièrement, elle active la lipolyse LPL-dépendante en augmentant l’adhérence 

des LRTG à la surface cellulaire via les HSPG et/ou GPIHBP1 (67,128,129). En effet, 

plusieurs domaines de liaison ont été identifiés sur l’ApoA-V : domaines de liaisons aux 

lipides (résidus 192-238 et 301-343), à la LPL (résidus 192-238) et à l’héparine et à 

GPIHBP1 (résidus 186-227) (104,130). Deuxièmement, l’ApoA-V accélèrerait la capture 

hépatique des LRTG, par sa liaison à certains membres de la famille des récepteurs aux 

LDL (131,132) et aux protéoglycanes (133). Cependant, compte tenu des concentrations 

plasmatiques, ce rôle ne semble pas prépondérant (134). Enfin, l’ApoA-V pourrait 

intervenir sur la synthèse des VLDL soit par diminution de la lipidation de l’ApoB (135), 

soit en guidant les TG vers la formation de gouttelettes lipidiques (136). Cependant, ce 

rôle reste controversé puisque la production de VLDL et de CM n’est pas affectée chez 

les souris sur-exprimant l’ApoA-V humaine (137,138). 

 

Les souris KO apoa5-/- présentent des TG plasmatiques 3 à 4 fois supérieurs aux 

souris WT et des VLDL plus volumineuses. Les souris apoa5+/- présentent une 

augmentation modérée des TG (125,137). A l’inverse, les souris transgéniques sur-

exprimant l’ApoA-V présentent une réduction d’1/3 des concentrations plasmatiques en 

TG (137,138). 

 

Chez l’homme, l’impact des variants APOA5 sur la concentration plasmatique en 

TG a été largement étudié ces quinze dernières années et a fait l’objet de revues récentes 

(139,140). Premièrement, plus d’une vingtaine de variants délétères  rares du  gène 

APOA5, revus par Melegh et al. en 2012, ont été décrits associés à des HTG à l’état 

homozygote ou hétérozygote (141). La pénétrance est généralement considérée comme 

variable, avec nécessité d’association de facteurs génétiques additionnels (variant rare 
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LPL, polymorphisme APOA5 p.S19W, polymorphisme APOE) ou de facteurs 

environnementaux (grossesse, diabète, obésité…) pour le développement de l’HTG 

(76,99,142–148). Les résultats d’activité LPL post-hépariniques sont contradictoires 

dans la littérature, normale ou abaissée selon les cas, aussi bien chez les hétérozygotes 

que chez les homozygotes (142–146,149).  

 

D’autre part, le gène APOA5 est un des locus les plus fortement associés à la 

concentration plasmatique en TG lors des études GWAS (8). Plusieurs polymorphismes 

de l’APOA5 sont cohérités ou en fort déséquilibre de liaison, et sont donc transmis sous 

forme d’haplotype. Certains haplotypes, notamment celui comprenant le variant 

p.S19W, sont décrits associés à une augmentation de 20 à 30 % des TG plasmatiques par 

rapport aux homozygotes sauvages (125,150,151). Il est à noter l’existence d’une forte 

variabilité interethnique de la fréquence de ces variants (139). Plus récemment, 2 

études sardes intéressantes ont décrit que le variant p.Arg282Ser (rs 778114184) était 

associé à une diminution des TG, du cholestérol total (CT) et du LDL-cholestérol (LDL-c) 

dans une population d’adolescents obèses et chez des adultes (152,153). Enfin, plusieurs 

études ont montré que deux polymorphismes d’APOA5 (c.-1131T>C et p.S19W)  étaient 

associés à une augmentation du risque cardiovasculaire (139), observation faite 

également pour des variants délétères (154). 

 

1.2.2.4. Apolipoprotéine C-I (ApoC-I) 

 

L’ApoC-I est une protéine de 83 acides aminés (6,6 kDa ; les 26 premiers acides 

aminés correspondent au peptide signal) codée par le gène APOC1, appartenant au locus 

APOC1-APOC2-APOC4 (155). L’ApoC-1 inhibe l’activité LPL (156) et inhibe la liaison des 

VLDL aux récepteurs cellulaires (157). Plus précisément, au niveau du tissu adipeux 

blanc, l’ApoC-I inhiberait la LPL, participant ainsi à la régulation du métabolisme post-

prandiale des LRTG (158). Enfin, Larsson et al. ont montré récemment que l’ApoC-I, 

comme l’ApoC-III, inhibait la LPL en la déplaçant des particules lipidiques et la rendant 

ainsi plus vulnérable à l’inactivation irréversible par des facteurs comme ANGPTL4  

(159). 
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Les souris transgéniques sur-exprimant le gène APOC1 présentent une élévation 

importante des TG et une augmentation modérée du CT, principalement due à un défaut 

de capture hépatique des VLDL soit directement par l’ApoC-I, soit par modification de la 

composition des VLDL en autres apolipoprotéines (155). Des études ultérieures ont 

montré une inhibition dose dépendante de la LPL par l’ApoC-I, participant donc 

également au phénotype des souris transgéniques (160,161). 

 

Chez l’homme, aucun variant fonctionnel du gène APOC1 n’a été identifié comme 

modulateurs de la triglycéridémie à ce jour (65,155). En effet, seules deux anomalies 

génétiques sont rapportées dans la littérature, et leur rôle physiopathologique sur la 

triglycéridémie est questionnable : un variant situé dans le promoteur en déséquilibre 

de liaison avec un polymorphisme du gène APOE (162,163) et une délétion du gène 

APOC1 associé à une délétion du gène APOC2 (164).  

 

 

1.2.2.5. Apolipoprotéine C-II (ApoC-II) 

 

L’ApoC-II est une protéine de 101 acides aminés (8,8 kDa ; les 22 premiers acides 

aminés correspondent au peptide signal) codée par le gène APOC2, appartenant 

également au locus APOC1-APOC2-APOC4. Elle est localisée à la surface des CM, VLDL et 

des HDL dans la circulation périphérique (165).  In vitro, l’ApoC-II active la LPL humaine 

synthétisée par le tissu adipeux (156). L’activation de la LPL est assurée par la partie C-

terminale, en particulier les résidus 63, 66, 69 et 70, cependant la partie N-terminale 

intervient également dans la liaison à la LPL (166). Bien que l’ApoC-II soit un activateur 

essentiel de la LPL, son action est dose dépendante, et à forte concentration elle l’inhibe 

paradoxalement (155). Ainsi, une surexpression de l’ApoC-II entraîne une HTG par 

accumulation de VLDL chez la souris (167). 

 

Chez l’homme, un peu moins de 30 variants délétères ont été décrit et ont été 

récemment revus par Wolska et al. (168). A l’état homozygote, les variants délétères, 

entraînant un défaut de synthèse ou de structure, sont associés à une HTG sévère et un 

phénotype similaire à celui d’un déficit en LPL, bien que parfois moins sévère et/ou de 

déclaration plus tardive. Ces variants représentaient la deuxième atteinte monogénique 
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la plus fréquente dans les FCS avant la découverte des variants délétères d’ApoA-V 

(7,155). Les porteurs hétérozygotes ont majoritairement un bilan lipidique normal, 

cependant ils pourraient présenter une HTG en cas de facteurs génétiques et/ou 

environnementaux additionnels (169). Curieusement, aucun variant APOC2 n’a été 

associé à la triglycéridemie dans les études GWAS  (170).  

 

 

1.2.2.6. Apolipoprotéine C-III (ApoC-III) 

 

L’ApoC-III est une protéine de 99 acides aminés (6,6 kDa ; les 20 premiers acides 

aminés correspondent au peptide signal) codée par le gène APOC3, appartenant à un 

locus différent des deux précédentes, APOA5- APOA4- APOC3 APOA1. Elle est localisée à 

la surface des CM, VLDL et des HDL dans la circulation périphérique (155). Les souris KO 

apoc3-/- présentent une diminution d’environ 70% de leur concentration plasmatique en 

TG ainsi qu’une diminution de leur concentration plasmatique en CT (155). A l’inverse, 

les souris transgéniques sur-exprimant l’ApoC-III présentent une HTG (171,172). Son 

rôle dans le métabolisme des LRTG a fait l’objet d’une intéressante revue récemment 

(173). 

 

Le rôle principal décrit de l’ApoC-III est d’être un inhibiteur de la LPL. En effet, 

plusieurs études in vitro ont montré que l’ApoC-III inhibait l’hydrolyse des TG LPL-

dépendante en déplaçant celle-ci des LRTG par compétition (159,174,175).  Cependant, 

des publications récentes remettent en cause ces observations.  

- Premièrement, l’ApoC-III inhibe la LPL seulement si sa concentration est 5 fois 

supérieure à celle de l’ApoC-II dans les LTRG ; ces situations ne sont quasiment jamais 

observées chez l’homme en conditions physiopathologiques (159,175,176).  

- Deuxièmement, les études in vitro utilisent de la LPL libre, et comme rapporté 

précédemment, il est plus pertinent de s’intéresser au complexe LPL-GPIHBP1. Larsson 

et al. ont décrit récemment que l’ApoC-III inhibait modérément la LPL libre, mais que 

cette inhibition augmentait significativement lorsque la LPL est liée GPIHBP1 (176).  

- D’autre part, la réduction spectaculaire de la concentration en TG plasmatiques 

chez 3 patients FCS par l’utilisation d’ASO, suggère que l’ApoC-III intervient dans le 

métabolisme des LRTG principalement par un mécanisme LPL-indépendant (10). Ainsi, 
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l’ApoC-III inhibe la capture hépatique des LRTG via la famille des récepteurs aux LDL. En 

effet, Gordts et al. ont montré que chez les souris KO ldlr-/-ou lrp1-/-, l’administration ASO 

APOC3 n’avait aucun effet sur la concentration en TG, contrairement aux souris WT. Au 

contraire, les souris KO sdc1-/- (déficitaire pour syndecan-1, voir paragraphe 1.2.3.3.1) 

accumulent des LRTG enrichies en ApoC-III, suggérant une voie préférentielle pour la 

capture des LRTG (177). Il a été proposé que l’ApoC-III empêcherait la capture 

hépatique des LRTG via le LDLR et LRP1 en affaiblissant l’association ApoE-LRTG 

(171,178), mais cela reste controversé et les mécanismes exacts doivent encore être 

élucidés (173).  

- Enfin, trois études in vitro ont montré que l’ApoC-III participe à la régulation de 

l’assemblage et de la sécrétion des VLDL, sans que de mécanisme ne soit clairement 

identifié (179–181). Cependant, à l’heure actuelle, les études utilisant les stratégies anti 

APOC3 (ASO et anticorps monoclonaux) n’ont pas mis en évidence de rôle de l’ApoC-III 

dans la production de VLDL chez l’homme et/ou la souris (177). 

L’intérêt pour l’ApoC-III est ainsi croissant depuis ces dernières années, 

notamment grâce aux résultats prometteurs de l’utilisation d’ASO APOC3 comme 

thérapie hypotriglycéridémiante, sous réserve de leur sécurité d’emploi (10,11). 

 

Des études sur de larges cohortes européennes ou d’origine africaine ont conduit 

à l’identification d’une vingtaine de variants APOC3 nul ou perte de fonction, qui à l’état 

hétérozygote sont associés à une diminution des TG (-39 à 44 % vs WT) et une 

diminution du risque cardiovasculaire (36 à 40% vs WT) (182,183). A l’inverse, un 

variant rare gain de fonction a été identifié (p.Gln38Lys), associé quant à lui à une HTG 

modérée et une augmentation du risque cardiovasculaire (180,184). En plus de ces 

variants rares, plusieurs variants non codants du gène APOC3, tels que les variants 

promoteurs (rs2854117 et rs2854116) ou 3'UTR SstI (rs5128), sont étroitement 

associés à l'HTG modérée à sévère, mais leur fonctionnalité n'est pas clairement établie 

(185,186). 

 

1.2.2.7. Apolipoprotéine E (ApoE) 

 

L’ApoE est une protéine de 317 acides aminés (34,2 kDa ; les 28 premiers acides 

aminés correspondent au peptide signal), codée par le gène APOE. L’ApoE humaine 
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existe sous trois isoformes communes : ApoE3 est considérée comme la forme 

sauvage/ancestrale. L’ApoE2 diffère de l’ApoE3 par la substitution d’une arginine par 

une cystéine en position 158, à proximité du domaine de liaison au LDLR, entraînant la 

création d’un pont disulfure. L’ApoE4 diffère quant à elle de l’ApoE3 par la substitution 

d’une cystéine par une arginine en position 112. L’ApoE2 et l’ApoE4 ont une 

fonctionnalité altérée et sont associées à des anomalies de concentrations et de 

distribution des lipoprotéines plasmatiques (187).  

 

L’ApoE3 circule associée aux CM, VLDL et HDL (187). Son rôle principal est de se 

lier aux récepteurs LRP, LDLR, et aux HSPG présents à la surface des hépatocytes et ainsi 

de participer à l’endocytose des remnants des LRTG (188). D’autre part, il a également 

été décrit que l’ApoE interviendrait dans la production des VLDL puisque son expression 

intracellulaire dans des hépatocytes favorise l’assemblage des VLDL et leur sécrétion 

(189). Enfin, L’ApoE est capable d’inhiber la LPL in vitro via son domaine de liaison aux 

lipides (190,191). L’ApoE2 a une affinité diminuée pour le LDLR (192), et par 

conséquent entraîne une diminution de la clairance des LRTG de la circulation. L’ApoE4 

à une affinité similaire à l’ApoE3 pour le LDLR, en revanche elle a une affinité plus 

importante pour les VLDL (193,194). En effet, la substitution en position 112 déstabilise 

la structure C-terminale, avec pour conséquence une augmentation de l’affinité pour les 

lipides (195). L’augmentation de la concentration de l’ApoE4 à la surface des VLDL qui 

en résulte, serait responsable d’une altération de la lipolyse LPL dépendante par 

déplacement de l’ApoC-II (190,196). 

 

Les souris KO apoe-/- furent le premier modèle d’hyperlipidémie et 

d’athérosclérose. Une accumulation de remnants riches en cholestérol est observée chez 

ces souris, avec une concentration en cholestérol circulant multipliée par 5 (197). 

 

Chez l’homme, l’allèle ε2 (codant pour l’ApoE2) à l’état homozygote et certains 

variants rares peuvent être responsables de dysbetalipoprotéinemie, lorsqu’ils sont 

associés à d’autres facteurs environnementaux. La dysbetalipoprotéinemie est une 

hyperlipidémie mixte, athérogène, caractérisée par l’accumulation de remnants de LRTG 

enrichis en cholestérol, et pouvant décompenser transitoirement en HTG sévère 

(198,199). Cependant, les variants rares ont également été associés à un large spectre de 
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dyslipidémies, allant de l’HTG (200,201) à l’hypercholestérolemie (202) ainsi que dans 

la glomérulopathie lipoprotéinique (203). 

 

1.2.2.8. Protéines angiopoietine like (ANGPTL) 

 

Les protéines angiopoietin-like (ANGPTL) sont au nombre de 8 (ANGPTL1 à 

ANGPTL8) et sont caractérisées par une structure commune : une séquence N-terminale 

ou séquence signal, une séquence spécifique, un domaine super hélice (coiled-coil) et un 

large domaine fibrinogène/angiopoietine-like, à l’exception d’ANGPTL8. Depuis les 

débuts des années 2000, les ANGPTL ont émergé comme régulateurs de la concentration 

plasmatique en TG. A l’heure actuelle, les rôles d’ANGPTL3 et 4 sont relativement bien 

caractérisés, mais il n’existe aucune preuve d’une implication directe des autres ANGPTL 

dans le métabolisme des LRTG (204,205). Cependant, quelques études suggèrent 

qu’ANGPTL8 agirait de concert avec ANGPTL3 pour inhiber la LPL (206,207). Zhang et 

al. ont proposé un modèle intégré coopératif des ANGPTL 3, 4 et 8 dans la régulation 

tissu spécifique de la LPL et par conséquent dans le métabolisme des TG (208). 

 

 

1.2.2.8.1. ANGPTL3 et ANGPTL4 

 

ANGPTL3 est une protéine de 460 acides aminés (54 kDa), codée par le gène 

ANGPTL3. ANGPTL3 est spécifiquement synthétisée dans le foie. Comme les autres 

ANGPTL, ANGPTL3 subit un clivage protéolytique au niveau du site 221RAPR224, ainsi 

qu’une glycosylation sur une thréonine adjacente (209). ANGPTL4 est une protéine 

constituée de 406 acides aminés (45 kDa), codée par le gène ANGPTL4. Contrairement à 

ANGPTL3, ANGPTL4 est synthétisée dans les hépatocytes, les adipocytes, les cellules 

endothéliales, les cellules épithéliales intestinales, les myocytes, et les macrophages. 

Avant sécrétion, elle subit une oligomérisation par des liaisons disulfides et, après 

sécrétion, elle est clivée au niveau du site 161RRKR164 (205). 

 

ANGPTL3 et 4 inhibent la LPL, mais le mécanisme de cette inhibition reste 

controversé. En 2009, Shan et al. ont proposé des mécanismes différents pour les deux 

ANGPTL : 
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- ANGPTL4 favoriserait l’inactivation de la LPL en entraînant la dissociation des 

dimères actifs en monomère de LPL  (210,211). 

-ANGPTL3 supprimerait l’activité catalytique de la LPL (212). Cette hypothèse est 

soutenue par l’observation de Sonnenburg et al., qui ont démontré que l’héparine 

pouvait annuler l’inhibition de la LPL par ANGPTL3, mais pas celle par ANGPTL4 (107).  

A l’inverse, Mysling et al. ont montré qu’ANGPTL3 et ANGPTL4 étaient tous les 

deux capables d’accélérer le dépliement de la triade catalytique de la LPL. Ainsi, 

ANGPTL3 et ANGPTL4 agiraient de façon similaire, mais pas identique, notamment par 

un pouvoir inhibiteur beaucoup plus faible d’ANGPTL3 et par leur mode de signalisation 

(endocrine pour ANGPTL3 versus paracrine ou autocrine pour ANGPTL4)(209). La 

liaison à GPIHBP1 à la LPL assure une protection contre sa désactivation par ANGPTL3 

et ANGPTL4 (107,108). 

 

 ANGPTL3 et ANGPTL4 présentent quelques spécificités supplémentaires. 

ANGPTL3 serait capable d’inhiber également la lipase endothéliale, mais le mécanisme 

n’est pas élucidé (213). Enfin, ANGPTL3 pourrait réguler la sécrétion des VLDL 

puisqu’une diminution de la sécrétion des VLDL a été observée par l’inhibition 

d’ANGPTL3 (immunologique, génétique ou par ASO), mais ce mécanisme d’action reste 

controversé (214,215).  

 

Des études récentes suggèrent qu’ANGPTL4 est une protéine clé de la régulation 

du métabolisme des LRTG en conditions physiologiques, comme en cas de jeûne, le froid 

et l’exercice. En effet, ANGPTL4 serait le composant central du rétrocontrôle régulant 

l’hydrolyse des TG et ainsi, la capture tissulaire des acides gras en réponse à la 

disponibilité en lipides et la demande cellulaire en énergie (216–218). Récemment, 

Mattijssen et al ont prouvé qu’ANGPTL4 inhibait également la lipase pancréatique, 

jouant ainsi rôle dans la régulation de l’absorption intestinale des lipides et protégeant 

ainsi l’entérocyte de la surcharge lipidique (219). En revanche, il n’a pas été démontré 

qu’ANGPTL4 inhibait la lipase endothéliale, et un effet sur la lipase hépatique reste 

controversé (216).   

 

Une souche particulière hypolipidémique du modèle de souris obèse KK, les 

souris KK/San, est le premier modèle murin présentant un déficit en ANGPTL3 et a 
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permis la découverte du gène ANGPTL3. Les souris KO Angptl3-/- présentent une 

augmentation de l’activité LPL post-héparinique et une diminution des TG plasmatiques 

(220). Chez la souris, la surexpression d’ANGPTL4 induit une HTG alors qu’une 

diminution des TG est observée chez les souris KO Angptl4-/-. Les souris Angptl4-/-

présentent également une augmentation du poids corporel et une augmentation de 

l’accumulation de TG dans l’intestin (220). 

 

Chez l’homme, l’utilisation d’une approche par séquençage exomique a permis 

d’identifier l’association des variants ANGPTL3 perte de fonction à l’état homozygote ou 

hétérozygote composite, au phénotype d’hypolipémie combinée familiale (FHBL2, 

OMIM#605019) (221). Une cinquantaine de variants perte de fonction ont été décrits à 

ce jour, et ont été revus par Tarugi et al récemment (222). Les patients homozygotes 

présentent une diminution des TG, CT et LDL-c plasmatiques associée à une 

augmentation de l’activité et de la concentration plasmatique en LPL. En revanche, le 

phénotype hypolipique des hétérozygotes est variable, sans variation significative de 

l’activité et de la concentration en LPL (223–227). Également, les études GWAS ont 

identifié plusieurs loci, situés à proximité d’ANGPTL3, associés à la concentration 

plasmatique en TG (170). Enfin, les premières études d'inhibition d'ANGPTL3, par ASO 

ou anticorps monoclonal, ont montré une diminution des TG (-33,2 à -76%) et du LDL-c 

(-3,4 à -25,7%) laissant présager une stratégie thérapeutique prometteuse pour le 

traitement des dyslipidémies et la réduction du risque cardiovasculaire (215,228). Par 

ailleurs, les variants perte de fonction ANGPTL4, notamment le variant p.Glu40Lys, sont 

associés à une diminution des TG et une augmentation du HDL-c (227,229,230). Plus 

récemment, Dewey et al. ont été décrit une réduction du risque cardiovasculaire chez les 

porteurs de variants perte de fonction ANGPTL4 (231), mais le mécanisme 

physiopathologique reste controversé (232). Ces variants ont également été décrits 

comme associés à l’homéostasie du glucose et à la sensibilité à l’insuline (233). A noter 

que deux variants situés dans le domaine fibrinogène like (p.Pro251Thr et p.Arg371Glu) 

sont quant à eux associés à une augmentation des TG sans que leur fonctionnalité soit 

connue (227). Enfin, les études GWAS ont identifié plusieurs variants à proximité 

d’ANGPTL4, étaient  associés au HDL-c, mais pas à la concentration en TG (170). 
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1.2.2.8.2. ANGPTL8 

 

ANGPTL8, également dénommée lipasine, RIFL (Re-feeding Induces in Fat and 

Liver), ou betatrophin, est une protéine de 198 acides aminés (22 kDa) codée par le gène 

C19orf80 (chromosome 19 open reading frame 80) (234). L’expression d’ANGPTL8 est 

induite par la prise alimentaire et est majoritairement hépatique (235). ANGPTL8 

favorise le clivage d’ANGPTL3, se lie à la partie N-terminal d’ANGPTL3 et ce complexe 

ainsi formé inhiberait la LPL (206–208,235). 

 

Les souris KO angptl8-/- ont des concentrations plasmatiques en TG plus basses et 

une augmentation de l’activité LPL (236,237). Inversement, la surexpression d’ANGPTL8 

augmente la concentration plasmatique en TG et induit une diminution de l’activité LPL 

(237,238).  

 

Chez l’homme, trois polymorphismes ont été associés à des modifications du 

profil lipidique. Premièrement, le variant p.Arg59Trp est associé dans plusieurs 

populations à une diminution du HDL-c et du LDL-c (235,239). Ensuite, les porteurs du 

variant non-sens p.Gln121* présentent une augmentation du HDL-c et une diminution 

des TG (≈15%) (240). Enfin, le variant rs737337, situé dans la région promotrice du 

gène codant pour ANGPTL8, a également été associé au HDL-c dans les études GWAS 

(170). 

1.2.2.9. Cyclic-AMP-responsive-element-binding protein H (CREB-H) 

 

La protéine CREB-H (Cyclic-AMP-responsive-element-binding protein H), codée 

par le gène CREB3L3, est un facteur de transcription qui lie les éléments CRE 

(TGACGTCA) et box-B-like de régions promotrices (241,242). La découverte de son 

implication dans la régulation du métabolisme LRTG est récente. Les souris KO Creb3l3   

-/- présentent une augmentation significative des concentrations plasmatiques en TG et 

en ApoB par rapport aux souris WT. Chez ces souris, l’accumulation de VLDL enrichies 

en TG est la conséquence d’une diminution de la clairance des TG plasmatiques, par 

diminution de l’expression de coactivateurs de la LPL (ApoC-II, ApoA-IV et ApoA-V) et 

une augmentation de l’ApoC-III  (243). 
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Chez l’homme, Johansen et al. ont décrit des variants à l’état hétérozygote chez 

des individus présentant une HTG (TG>3,37 mmol/L); aucun variant délétère n’a été 

retrouvé dans une population normotriglycéridémique témoin (8). Des études 

supplémentaires sont nécessaires pour connaître les mécanismes cellulaires exacts par 

lesquels CREB-H est activé et régule l’homéostasie des TG en concert avec les autres 

protéines régulatrices de la transcription. 

 

 

1.2.3. Lipolyse intravasculaire des LRTG 

 

La lipolyse intravasculaire correspond à l’hydrolyse des acides gras des TG 

contenus dans les LRTG sous l’action de la LPL. Cette lipolyse permet l’élimination 

d’environ 90% des TG des LRTG générant ainsi des remnants (244). 

 

1.2.3.1. Synthèse de la LPL et exposition dans la lumière capillaire 

 

La LPL est synthétisée dans les cellules parenchymateuses sous forme de 

monomères inactifs (37). Grâce à l’action de la protéine chaperonne LMF1 et de Sel1L, 

les dimères de LPL vont se former par liaisons non covalentes (93).  En cas de mauvais 

repliement dans le réticulum endoplasmique ou en l’absence de LMF1, la LPL peut subir 

une dégradation intracellulaire (245). La LPL peut être sécrétée sous forme de 

monomères ou de dimères et pourra se lier aux HSPG à la surface cellulaire ou au niveau 

de la matrice extracellulaire de l’espace sous-endothélial. La liaison aux HSPG permet la 

diminution de l’internalisation et de la dégradation intracellulaire de la LPL (246,247). 

Les dimères de LPL sont instables et peuvent se dissocier en monomères inactifs 

spontanément ou par interactions avec les ANGPTL (208). Les dimères de LPL se lient à 

GPIHBP1, qui permet leur translocation vers le côté vasculaire de l’endothélium, où de 

nombreux complexes GPIHBP1 peuvent coopérer pour former des « plateformes 

lipolytiques ». Le complexe GPIHBP1-LPL serait capable de circuler de manière 

bidirectionnelle à travers les cellules endothéliales (109,110). Ainsi, GPIHBP1 et 

ANGPTL4 entrent en compétition pour la liaison de la LPL : ANGPTL4 capture la LPL 

dans l’espace sous-endothélial via ses liaisons avec la matrice extracellulaire et GPIHBP1 

emmène la LPL à travers l’endothélium (216). Au niveau de l’endothélium des capillaires 
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des tissus sécrétant la LPL, les HSPG sont localisés en groupement à la surface cellulaire, 

et forment des stations d’ancrages («docking stations») de la LPL (248). Au niveau de 

ces sites, les HSPG fournissent une plateforme pour l’interaction avec les LRTG en 

facilitant leur liaison par la présence de charges négatives (4,249). 

 

1.2.3.2. Margination et hydrolyse des LRTG 

 

Pour que la lipolyse des LRTG soit possible, celles-ci doivent «s’arrêter», 

s’attacher à la face luminale des capillaires. Ce phénomène correspond à la margination 

des LRTG. Le complexe LPL-GPIHBP1 pourrait être nécessaire à la margination (48). 

Dans une étude de cinétique des CM chez la souris, Hultin et al. ont montré qu’une fois 

que la particule de CM est liée à l’endothélium des capillaires cardiaques, elle restait 

alors de nombreuses minutes (246). Goulbourne et al. ont montré que les complexes 

LPL-GPIHBP1 étaient responsables de cette margination, via les domaines de liaison des 

lipides de la LPL (111). Ils ont également montré que la liaison de la LPL aux HSPG ne 

semblait pas être impliquée, bien que l’héparine soit capable d’inhiber cette 

margination.   

 

Une fois que les LRTG sont liées, la LPL hydrolyse les TG, entraînant la libération 

d’acides gras libres et monoacylglycérols. Après 3 minutes, la lipoprotéine a perdu 1/3 

de ces TG. Ceci correspond à l’hydrolyse d’environ 600 000 liaisons ester (251). La 

réaction d’hydrolyse est stimulée par l’ApoC-II et l’ApoA-V à la surface des LRTG. A 

l’inverse ; elle est inhibée par l’ApoC-III qui entre en compétition avec la LPL à la surface 

des LRTG. Les acides gras libérés sont ensuite recaptés par des récepteurs, comme 

CD36, localisés à la surface de la membrane plasmatique des adipocytes et des myocytes. 

Ils sont ré-estérifiés et stockés ou procurent une source d’énergie pour l’oxydation 

mitochondriale (248,252). En l’absence d’accepteurs comme l’albumine ou de recapture, 

les acides gras libres et les monoacylglycérols s’accumulent au niveau du site 

d’hydrolyse et inhibent la réaction (77). Il a également été montré que les remnants, les 

IDL et les LDL étaient des inhibiteurs non compétitifs de la LPL (253). 

 

Les remnants de LRTG ainsi produits se détachent : 1/ quand la LPL et les 

protéines activatrices sont expulsées de la particule ; 2/ quand les produits de lipolyse 
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s’accumulent sur le site de lipolyse ; 3/ les dimères de LPL se dissocient spontanément 

ou sous l’action des ANGPTL 3 et 4 (250). La lipolyse des LRTG serait constituée d’une 

série d’attachement/détachement. A chaque site d’attache, il a été montré 

qu’approximativement quarante molécules de LPL pouvaient agir simultanément pour 

atteindre la capacité maximum d’hydrolyse (37).                   

                                                                                                                                                                                                                                 

1.2.3.3. Conséquence de la lipolyse sur la structure et devenir des LRTG 

hydrolysés 

 

L’hydrolyse des TG des LRTG s’accompagne d’une diminution de leur taille et de 

leur masse, et d’un enrichissement en ester de cholestérol (254,255). La lipolyse des 

LTRG s’accompagne in vitro d’une diminution des HDL3 et d’une augmentation des 

HDL2 : cette transformation serait le résultat du relargage des composants de surface 

des LRTG (phopholipides) avec un transfert facilité par la protéine plasmatique de 

transfert des phospholipides (PLTP) en vue de leur accumulation par les HDL3 

(254,256). 

 

Au cours de la lipolyse, les ApoC-II et III, du cholestérol libre et des 

phospholipides seront transférés des VLDL aux HDL (254,255). L’ApoE pourrait 

également être transférée aux HDL, mais en moindre importance car il a été décrit un 

enrichissement relatif des CM et VLDL en ApoE au cours de la lipolyse. Cet 

enrichissement pourrait empêcher l’action catalytique de la LPL et orienter les remnants 

vers une recapture hépatique (254,257–259). De plus, il existerait également un 

transfert de cholestérol estérifié des remnants de VLDL vers les HDL médié par la CETP 

(Cholesteryl Ester Transfert Protein),  mais celui-ci serait variable et dépendrait de la 

composition des HDL (255). Des esters de cholestérol pourraient également être 

transférés à des VLDL naissants : ceci permettrait d’éliminer l’excès de CE et les 

remnants ainsi enrichis en TG pourraient alors subir à nouveau une hydrolyse (260). 

 

Les remnants ont alors deux devenirs possibles : certains IDL et les remnants de 

CM sont captés par le foie alors qu’une partie des VLDL est ensuite convertie en IDL puis 

en LDL (4). L’orientation vers l’une ou l’autre voie dépendrait de la taille et de la 

composition des VLDL (261). Les VLDL de petite taille (contrairement aux VLDL de 
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grande taille) peuvent également être le substrat de la lipase hépatique, ceci pourrait 

favoriser l’hydrolyse de ces VLDL avant leur capture (4). Ensuite, l’ApoE semble jouer un 

rôle crucial en redirigeant vers la capture hépatique alors que l’ApoC-III inhibe cette 

voie (257). Les LRTG ne contenant ni ApoC-III ni ApoE (<10 % des VLDL totales) sont 

presque exclusivement lipolysées en IDL alors que celles qui contiennent de l’ApoC-III, 

mais pas d’ApoE (environ 50 % des VLDL totales) sont majoritairement converties en 

LDL et celles qui contiennent de l’ApoE et qui ont perdu l’ApoC-III au cours de la lipolyse 

sont rapidement captées de la circulation (257).  

 

 

1.2.3.3.1. Capture hépatique des remnants de LRTG 

 

Les remnants de LRTG vont être endocytés par les hépatocytes pour subir une 

dégradation lysosomale (262,263). Les remnants de LRTG sont tout d’abord séquestrés 

au niveau de l’espace de Disse grâce aux interactions avec les HSPG, et leurs TG pourront 

continuer à être hydrolysés à ce niveau par la LPL et la lipase hépatique (264,265). De 

nombreux récepteurs interviennent dans ce processus : LDLR, VLDL, LRP1, LRP5, 

syndecan-1, SR-B1 et LSR. Les ligands diffèrent d’un récepteur à l’autre et les principaux 

sont l’ApoE et la LPL. Après endocytose, les lipides et l’ApoB seront dirigés vers le 

lysosome pour dégradation alors l’ApoE sera recyclée et incorporée aux HDL (266,267).   

 

Les ligands.  Tous les ligands des récepteurs possèdent un domaine hydrophobe 

pour adhérer aux lipoprotéines et un domaine cationique chargé négativement qui 

interagit avec les récepteurs hépatiques spécifiques (263). Des protéines additionnelles 

possédant des domaines hydrophobes peuvent également jouer un rôle, comme la lipase 

hépatique et l’ApoA-V (131,268–270). Pour les IDL, l’ApoB-100 contribue elle aussi à 

l’endocytose, après modification de sa conformation durant la lipolyse (271). D’autre 

part, l’ApoC-III serait un inhibiteur de la recapture hépatique (voir 1.2.2.6.). Dans une 

étude cinétique in vivo, Zheng et al. ont montré que l’association de l’ApoC-III aux 

lipoprotéines inhibait leur élimination de la circulation (257). La diminution 

spectaculaire des LRTG par l’administration d’ASO APOC3 chez les patients FCS est en 

faveur de cette hypothèse (10). 
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Syndecan-1 heparan sulfate. L’hépatocyte exprime de nombreux HSPG, mais 

syndecan-1 (SDC1) a été identifié comme l’acteur principal dans la recapture des LRTG 

(263,265). SDC1 est un HSPG transmembranaire exprimé abondamment à la surface du 

parenchyme hépatique, le long des microvilli faisant face à l’espace de Disse (272). Il 

possède 3 chaînes héparane sulfate et deux chaînes chrondoitin/dermatan sulfate (265). 

La capacité de SDC1 à se lier et à internaliser les remnants de LRTG a été montrée in 

vitro sur cellules CHO (273,274). Des études in vivo chez la souris ont confirmé que 

l’absence de SDC1 entraînait une altération de la clairance des LTRG associée à une 

augmentation des TG plasmatiques (272). De plus, il a été montré que d’autres protéines 

intervenant dans le métabolisme des HSPG pouvaient avoir un impact sur la capture des 

remnants de LRTG (265). Premièrement, l’inactivation spécifique de Ndst1 (N-

déacétylase/N-sulfotransférase (heparan glucosaminyl) 1) et de Hs2St (Heparan 

sulphate 2-O-sulphotransferase) au niveau hépatique chez la souris a montré que les N- 

et 2-O-sulfatations sont nécessaires à la liaison des remnants (275,276). Ensuite, 

l’inactivation d’EXT1 (Exostosin-1, catalysant l’assemblage des chaînes héparane sulfate 

avec EXT2) et du LDLR chez la souris est responsable d’une hyperlipidémie modérée, 

suggérant que la longueur de la chaîne d’héparane sulfate pourrait être importante dans 

la capture des remnants (277). Enfin, une augmentation de l’expression de SULF2 

(héparane sulfate endo-6-sulfatase) est associée à une diminution de liaison des VLDL 

sur des hépatocytes en culture alors que son inhibition par ASO corrige l’HTG induite 

par sa surexpression chez les souris db/db (278). En accord avec cette observation et 

confirmant l’importance de la 6-O-sulfatation, un variant fréquent de SULF2 a été associé 

à une HTG post-prandiale chez des sujets obèses. Le traitement d’hépatocytes par 

héparine lyase a montré que les HSPG représentent au moins 90% des capacités de 

liaison de l’hépatocytes et participent à environ 50 % de la clairance des remnants de 

LRTG (279). L’internalisation de SDC1 et l’acheminement des remnants liés aux 

lysosomes est relativement lente (t1/2 ≈30 à 45 minutes). Ce mécanisme est indépendant 

des protéines clathrines et cavéolines mais fait intervenir des structures en « raft » et 

l’oligomérisation de SDC1 (273,274,280). D’autre part, il a également été montré que 

SDC1 liait préférentiellement les remnants d’un diamètre compris entre 20 et 40 nm et 

enrichis en ApoE et en ApoA-V (133,281). La liaison LRTG-SDC1 requiert la liaison 

simultanée de l’ApoE et l’ApoA-V aux héparanes sulfates mais ne fait pas intervenir 

l’ApoB (133). D’autre part, une accumulation d’ApoC-III a été observée chez les souris 
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KO sdc1-/-, contrairement aux souris KO ldlr-/- et lrp1-/-, suggérant que SDC1 capture 

spécifiquement les remnants de petite taille enrichis en ApoC-III (281). Cette hypothèse 

est soutenue par la diminution de clairance des remnants chez les souris KO sdc1-/-, alors 

qu’il n’y a pas d’effet chez les souris ldlr-/- et lrp1-/- (281). 

 

LDLR. L’endocytose des remnants de LRTG par le LDLR serait une voie 

complémentaire de celle des HSPG, en étant de faible capacité (<5x104 sites de liaison 

par hépatocytes), de forte affinité et rapide (t1/2 = 10 minutes) (263,272). Cependant, les 

études in vivo chez les souris KO ldlr-/- n’ont pas montré de différence sur le taux de 

capture hépatique des remnants comparé au WT, mais seulement une capture 

légèrement  plus lente (190,282). D’autre part, il a également été montré que, chez ces 

souris, les remnants restaient une vingtaine de minutes dans l’espace de Disse avant 

d’être progressivement endocytés. En revanche, ils ne sont pas retrouvés chez les souris 

WT, probablement grâce à une endocytose plus rapide liée au LDLR (283,284). Enfin, il a 

été proposé que le LDLR jouerait  un rôle seulement dans la recapture des remnants de 

petite taille (285). 

 

SRB1. Le récepteur scavenger de classe B type I (SR-BI) agit principalement 

comme récepteur des HDL (286). Cependant, les souris KO SR-BI-/-présentent une 

accumulation de remnants de LRTG après une charge en graisse (287) et une altération 

de la capture hépatique des β-VLDL (288). A l’inverse, la surexpression de SR-B1 au 

niveau hépatique chez la souris accélère la clairance des lipoprotéines en période 

postprandiale (287). Les études menées in vitro et in vivo ont suggéré que SR-B1 servait 

de point d’ancrage pour les remnants mais qu’il ne médiait pas l’internalisation des 

remnants ou la capture spécifique des lipides des remnants (287–289). Cependant, des 

études supplémentaires sont nécessaires pour déterminer le rôle de SR-B1 dans le 

métabolisme des remnants chez l’homme (286). 

 

LRP1. LRP1 (LDL réceptor-related protein 1) est un récepteur d’endocytose et de 

signalisation cellulaire, exprimé dans de nombreux tissus (290,291). En tant que 

membre de la famille des récepteurs aux LDL, plusieurs études ont proposé la 

participation de LRP1 dans la capture hépatique des remnants (292–294). Cependant, 
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son rôle reste incertain puisque la délétion de LRP1 au niveau hépatique chez la souris 

n’induit pas, à elle seule, de phénotype lipidique (294). 

 

 

1.2.3.3.2. Conversion des IDL en LDL 

 

Les VLDL de petite taille subissent des étapes de lipolyse multiples et sont 

hydrolysées jusqu’à leur conversion en LDL (4). Il a également été proposé une 

participation de la lipase hépatique dans la conversion VLDL-IDL-LDL. En effet, cette 

lipase, présentant 40% d’homologie avec la LPL, est capable d’hydrolyser les TG des HDL 

et des IDL principalement (269,295). L’activité de la lipase hépatique est corrélée à la 

diminution d’ApoB observée après infusion d’héparine (296). La conversion d’IDL en 

LDL nécessite la perte d’ApoE pour ces particules (297).  

 

  

1.2.3.4. Affinité relative de La LPL  pour les chylomicrons et les VLDL 

 

Dès les années 1970, il a été décrit que la clairance des CM était beaucoup plus 

rapide que celle des VLDL (demi-vie plasmatique de 4,5 minutes pour les CM versus 264 

minutes pour les VLDL de petite taille) (298). Cependant, de faibles variations de 

concentration de VLDL à jeun entraînent un retard de la clairance des CM. Ces 

observations matérialisent la problématique de l’affinité relative de la LPL vis-à-vis des 

CM et des VLDL (298).  

 

D’une part, in vitro, la LPL se lie avec une affinité beaucoup plus importante aux 

CM qu’aux VLDL (environ 50 fois plus importante) (298). D’autre part, la clairance plus 

rapide des CM par rapport aux VLDL peut s’expliquer par des considérations 

anatomiques. Premièrement, elle pourrait être fonction de la taille des capillaires. Si l’on 

considère que la proximité, vis-à-vis de la LPL, comme une fonction de l’espace 

vasculaire occupée par la lipoprotéine, les particules de CM ont 25 fois plus de chance 

d’interagir avec chaque molécule de LPL. Deux autres facteurs pouvant modifier 

l’interaction des lipoprotéines avec la LPL doivent être pris en compte : le flux sanguin et 

les mouvements des vaisseaux eux-mêmes. Dans la circulation rapide et turbulente des 
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artères, les CM restent en suspension. Dans la circulation plus lente des capillaires, il est 

possible que les particules de CM commencent à se séparer du plasma. Les VLDL, moins 

sujets à la flottaison, resteraient en suspension quelles que soient les conditions de 

circulation. De plus, les vibrations et les mouvements d’organe entier, comme la 

contraction musculaire, pourraient distordre la circulation intravasculaire et augmenter 

la possibilité de rencontre entre les particules insolubles et les parois vasculaires (4). 

 

Cependant, les VLDL étant présentes en quantité beaucoup plus importante dans 

le plasma, environ 20 fois plus de particules, ceci pourrait expliquer qu’à l’état 

postprandial, elles pourraient entrer en compétition avec les CM et avoir des chances 

égales de se lier à une molécule de LPL. 

 

 

2. DYSLIPIDEMIES MONOGENIQUES DES LIPOPROTEINES CONTENANT DE L'APOB   

Dans ce chapitre, l'exploration des HTG sévères sera détaillée pour introduire les 

travaux des deux articles de la partie expérimentale. En revanche, les 

hypercholestérolémies et hypocholestérolemies seront seulement décrites brièvement, 

car seulement abordées dans le deuxième article.  

 

2.1. Hypertriglycéridémie sévère 

L’HTG sévère se définit par une concentration en TG plasmatiques supérieure à 

10 mmol/L et peut correspondre à deux formes différentes : une forme familiale 

monogénique extrêmement rare, le FCS, et une forme oligogénique multifactorielle un 

peu moins rare, le MCS (5,6) (Tableau 1). Le diagnostic différentiel entre ces deux 

entités peut être difficile puisque le phénotype clinique et biologique est similaire 

pendant les décompensations (299). Le diagnostic d’orientation repose sur la 

présentation clinique et le bilan lipidique. Le diagnostic de confirmation repose sur 

l’analyse génétique, considérée à l’heure actuelle comme la technique de référence, ou le 

dosage de l’activité LPL si il est disponible (75,300,301). Un groupe d’experts européens 

a proposé en 2017 un algorithme diagnostic afin d’aider les praticiens à reconnaître les 

signes d’orientation et manifestations cliniques du FCS (300). Très récemment, un panel 

d’experts européens plus élargi a proposé un score diagnostic basé sur des items clinico-
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biologiques proches de ceux proposés dans l’algorithme. Un score >10 correspond à un 

FCS très probable. Ce score pourrait permettre de cibler les patients pour lesquels il faut 

réaliser une analyse génétique, et d’autre part, aider au diagnostic de FCS lorsque les 

tests de confirmation ne sont pas disponibles (299).  

 

  FCS MCS 

Désignations antérieures Chylomicronémie familiale  
Hyperlipoprotéinémie de type I 

Dyslipidémie mixte 
Hyperlipoprotéinémie de type V 

Principales anomalies des 
lipoprotéines  

Augmentation des CM 
principalement 

Augmentation transitoire des LRTG 
Augmentation des CM 

Augmentation des VLDL 
Augmentation des remnants de 

LRTG 

Anomalies des lipoprotéines 
associées  

Diminution des VLDL, LDL et HDL Diminution des HDL 
Parfois diminution des LDL 

Age de découverte  Enfance ou adolescence  Adulte 

Manifestations cliniques  Retard de croissance  
Douleurs abdominales 

Nausées, Vomissements 
Xanthomes éruptifs 

Lipémie rétienne 
Pancréatites  

Hépatosplénomégalie 

Douleurs abdominales 
Nausées, Vomissements 

Xanthomes éruptifs (rare) 
Lipémie rétienne (rare) 

Pancréatites  
 

Association au risque 
cardiovasculaire  

Minime Augmentée selon certaines études 

Prévalence  ≈1 : 100 000 à 1 : 1 000 000 ≈1 : 600 

Contribution de facteurs 
secondaires 

Minime Majeure 

Mode de transmission Autosomique récessif Caractère familial, mais pas de 
transmission selon modèle 

classique 

Causes génétiques  Variants délétères homozygotes 
ou hétérozygotes composites de 
LPL, APOC2, APOA5, GPIHBP1 ou 

LMF1 

 Augmentation de la 
prévalence :  
- de variants délétères 

hétérozygotes LPL, APOC2, 
APOA5, GPIHBP1, LMF1, APOB, 
GCKR et CREBH 

- de variants fréquents associés à 
des variations mineures de la 
concentration en TG, identifiés 
dans 40 gènes par étude GWAS 

Traitement Règles hygiéno-diétiques 
Faible efficacité des fibrates, de la 

niacine, des omégas 3 et des 
statines 

Règles hygiéno-diétiques 
Contrôle des facteurs secondaires 
Efficacité variable des fibrates et 

de la niacine 

 

Tableau 1. Comparaison des syndromes hyperchylomicronémies familiale et 

multifactorielle, traduit d’après Brahm et Hegele (7) 
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On parle de chylomicronémie, quelle que soit son étiologie, lors de la persistance 

de CM plasmatiques après un jeûne de 12 à 14 heures. Chez les individus sains, les CM 

disparaissent de la circulation plasmatique en 3 à 4 heures après une prise alimentaire 

(7). En estimant que la présence de CM est associée à une triglycéridemie à jeun 

supérieure à 10 mmol/L, la fréquence des HTG sévères est controversée, étant estimée 

de 1:600 (8) à 1:1300 dans des population adulte (302). 

 

2.1.1. Syndrome de chylomicronémie familiale  

Le FCS est une maladie rare (1 à 3 par millions d’individus), caractérisée par une 

HTG sévère associée à au moins une des manifestations cliniques suivantes : xanthome 

éruptif, lipémie rétinienne, hépatomégalie, se compliquant de pancréatite aiguë 

hypertriglycéridémiques (7,303). Les symptômes apparaissent souvent dans la période 

néonatale ou dans l’enfance. Le FCS est de transmission autosomique récessive et 

résulte dans la majorité des cas de variants délétères bi-alléliques sur le gène LPL 

(7,8,304). Les autres cas résultent de variants délétères bi-alléliques de 4 autres gènes 

additionnels impliqués dans la fonctionnalité de la LPL : APOC2, APOA5, LMF1 et 

GPIHBP1 (7,76,99,301,305). 

 

2.1.2. Syndrome de chylomicronémie multifactoriel 

La prévalence de MCS est beaucoup plus élevée que celle de FCS (7,8). La plupart, 

des patients atteints de MCS présentent un cumul de variants associés à des 

augmentations des TG plasmatiques d’une part, et des facteurs secondaires d’HTG 

d’autre part (7,306,307). Ces variants peuvent être soit des variants délétères rares 

hétérozygotes ou des variants fréquents avec des effets modestes sur la concentration 

plasmatique en TG (8,98,170,308,309). A titre individuel, ces variants sont insuffisants 

pour entraîner un phénotype de chylomicronémie, mais leur association augmente le 

risque de la développer. Les facteurs d’HTG secondaire les plus fréquents sont l’obésité, 

le diabète de type 1 ou 2, une alimentation déséquilibrée et la consommation d’alcool 

(7,306). Il peut s’agir également de l'adjonction de certains médicaments spécifiques 

(5,310) : thérapie rétinoïde pour l'acné, l'œstrogénothérapie, les modulateurs sélectifs 

des récepteurs des œstrogènes (en particulier raloxifène), les inhibiteurs de la protéase, 

la L-aspariginase.  
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De façon exceptionnelle, la présence d’auto-anticorps peut-être responsable 

d’HTG sévère : la plupart des descriptions concerne des auto-anticorps anti-LPL (311–

315), mais plus récemment des autoanticorps anti-ApoC-II (316) et anti-GPIHBP1 

(317,318) ont également été décrits.  

 

Comparativement au FCS, les patients présentant un MCS ont tendance à se 

présenter plus tardivement (souvent après 50 ans), à avoir une concentration en TG 

plasmatiques moins élevées, des manifestations cliniques moins sévères et moins de 

complications et surtout des facteurs secondaires beaucoup plus prévalents (3,7). 

 

 

2.1.3. Exploration génétique des hypertriglycéridémies sévères 

L’exploration génétique est la référence pour l’exploration des HTG sévères et 

repose sur le séquençage complet des gènes LPL, APOC2, APOA5, GPIHBP1 et LMF1 

(7,75,300,301). Le séquençage du gène APOE doit y être ajouté pour exclure une 

décompensation transitoire d’une dysbetalipoprotéinémie (300). 

 

La mise en évidence de variants délétères bi-alléliques confirme le diagnostic de 

FCS. Dans le cas où des variants différents sur le même gène sont identifiés, une enquête 

familiale ou une analyse par PCR de clonage est nécessaire pour confirmer le caractère 

composite de l’hétérozygotie (300). Le gène LPL est la première étiologie moléculaire, le 

reste se partage sur les 4 autres gènes avec des pourcentages variables en fonction des 

cohortes, probablement en raison la rareté de ces variants et du mode de recrutement 

des cohortes (10 à 67 patients) (Tableau 2 ) (76,99,301,304,319,320). La faible 

proportion des variants LMF1 reste à confirmer puisque dans les études les plus 

anciennes, LMF1 n’était pas étudié systématiquement. Il a également été décrit des 

patients doubles hétérozygotes avec des variants délétères sur deux gènes différents 

(301). Enfin, un nombre non négligeable de patients présentant un phénotype 

compatible avec un FCS ne présentent aucun variant délétère : de l’ordre d’un tiers, 22 à 

33 % selon les études (7,99,301,304,319,321). 
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Gène  
Prévalence 

approximative 
des homozygotes 

Rôle du produit du 
gène dans la lipolyse  

Caractéristique 
clinique 

Proportion dans 
les FCS, %1  

LPL 1 pour 1 million 
Hydrolyse des 
triglycérides et 

capture périphérique 

Chylomicronémie 
sévère dans 

l'enfance 
 50 à 78,8% 

APOC2 
< 20 familles 

décrites 
Cofacteur de la LPL 

Chylomicronémie 
sévère dans 
l'enfance ou 

l'adolescence 

 0 à 10% 

APOA5 
<10 familles 

décrites 
Activteur/exhausteur 

de l'activité LPL 
Chylomicronémie à 

l'âge adulte 
3 à 7,7 % 

GPIHBP1 
<5 familles 

décrites 
Stabilisateur LPL et 

plateforme lipolytique 
Chylomicronémie à 

l'âge adulte 
0 à 30% 

LMF1 
<5 familles 

décrites 
Protéine chaperonne 

pour la LPL 
Chylomicronémie à 

l'âge adulte 
0 à 3% 

 

Tableau 2. Gènes responsables de syndrome de chylomicronémie familial, adapté d’après 

Lewis et al. (322) 

1 Les fréquences relatives sont issues de cohortes de FCS publiées (76,99,301,304,319,320) 

 

 

Les patients MCS pouvant présenter une combinaison de variants délétères 

hétérozygotes et/ou de variants fréquents associés à la concentration en TG, peu de 

données concernant la distribution de ces variants dans des cohortes sont disponibles 

dans la littérature. Néanmoins, 11 à 23 % des patients présentent au moins un variant 

délétère hétérozygote dans les gènes précités (99,323,324). Dans la cohorte décrite par 

Surendran et al., 37 % des patients présentaient seulement un ou plusieurs variants 

fréquents associés à la concentration en TG et 40% ne présentaient aucun variant dans 

les gènes étudiés (99).  

 

Ainsi, la frontière entre les patients FCS et MCS est floue, avec une charge 

génétique qui augmente progressivement du MCS, où elle peut être minimale, au FCS, où 

elle est maximale chez les porteurs de variants LPL homozygotes. Moulin et al. ont 

proposé une représentation graphique de ce spectre continu de la charge génétique 

dans les HTG sévères (299). 
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2.1.4. Exploration phénotypique des hypertriglycéridémies sévères 

2.1.4.1. Concentration et activité LPL 

 
La LPL et sa régulation ont une place centrale dans le métabolisme des LRTG et 

donc dans la physiopathologie des HTG sévères. Par conséquent, l’évaluation de la 

fonctionnalité de la LPL reste primordiale dans l’exploration phénotypique des HTG afin 

de décrypter les mécanismes complexes impliqués. L'évaluation ex vivo de la lipolyse des 

TG dépendante de l'activité LPL est difficile à quantifier. Un dosage direct de l'activité 

catalytique de l'enzyme est nécessaire, avec neutralisation simultanée de l’activité des 

autres lipases plasmatiques. La détermination de l'activité de l'enzyme est préférable à 

la détermination de la concentration de la protéine, étant donné la présence de formes 

inactives (325). En outre, l'expression du gène LPL est peu informative en raison de 

régulations post-transcriptionnelles majeures (326).  

 

L'essentiel de la LPL est lié à l'endothélium vasculaire, une injection d’héparine 

(10-50 UI/kg) est donc nécessaire pour libérer la LPL des HSPG de la paroi vasculaire et 

ainsi pouvoir mesurer son activité sur des prélèvements de sang périphérique. Le pic 

d’activité est mesuré 10 à 15 minutes après l’injection d’héparine (75,327–329). 

Certaines études utilisent également l’activité pré-héparinique, cependant, celle-ci est  

20 à 100 fois plus faible que l’activité post-héparinique, posant le problème de la 

sensibilité des techniques (330). L’injection d’héparine entraîne un relargage de la LPL, 

mais aussi de la lipase hépatique. Ainsi, il est nécessaire d’utiliser des techniques 

permettant de mesurer sélectivement ces deux lipases (75,331).  

 

Malgré des décennies d’utilisation et d’amélioration technique, la détermination 

de l’activité LPL est délicate et reste peu repandue dans les laboratoires. Les méthodes 

utilisant des émulsions de TG commerciaux comme substrat ont été mises en difficulté 

par : 1/ une concentration en acides gras libres pouvant être élevée à l'état basal chez 

les patients présentant une HTG sévère ; 2/par un manque de spécificité due à la 

présence de mono et diglycérides (327,332). Publiée par Nilsson-Ehle et al. en 1972, 

l'utilisation d'un substrat trioléine avec incorporation de traceurs radioactifs (3H), 

émulsionné par ultrasons dans des conditions strictement contrôlées, fut une 

amélioration majeure (333). Cependant, ces essais étaient chronophages et  
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nécessitaient d’être réalisés en triple pour diminuer l'erreur intra-essai avec une 

variabilité majeure selon le lot d’émulsion (325,334). La plupart des méthodes actuelles 

utilisent des substrats radiomarqués (3H ou 14C) et ne peuvent pas être automatisées. 

Certains chromophores (335,336) ou substrats fluorescents (337) ont été utilisés, 

cependant la préparation de ces substrats est délicate, les dérivés instables et ces 

techniques peuvent manquer de sensibilité. Basu et al. ont utilisé un substrat fluorescent 

commercialisé (EnzChek®), estérifié par BODIPY-C12 sur la position 1 du glycérol, 

stable et solubilisé avec un détergent spécifique (Zwittergent®). Malheureusement, 

cette méthode n'a pas été testée pour l’activité post-héparinique plasmatique chez 

l’homme (325). Plus récemment, notre équipe a publié une méthode utilisant comme 

substrat un pool de VLDL humaines permettant de s’affranchir de l’utilisation 

d’émulsion avec traceurs radioactifs (149). Cette méthode présente des performances 

analytiques satisfaisantes notamment en termes de reproductibilité (fidélité 

intermédiaire CV ≈ 7%) et de spécificité (aucun variant délétère bi-allélique n’a été 

trouvé chez les patients présentant une activité supérieure au seuil de 10 µmol/L/min). 

 

S’appuyant sur l’association de la LPL aux lipoprotéines dans la circulation (338–

340), Pruneta et al. ont décrit une nouvelle technique d’évaluation de l’activité LPL ne 

nécessitant pas d’injection d’héparine, déterminant directement l’hydrolyse des TG des 

VLDL par la LPL liée aux VLDL (VLDL-bound LPL-dependent VLDL-TG hydrolysis, LVTH) 

(331,341). Cette étude a montré que l’activité LVTH présentait une relation inverse avec 

la concentration plasmatique en TG ainsi qu’une corrélation positive avec l’activité 

lipolytique post-héparinique et avec le catabolisme des VLDL marquées par un isotope 

stable. Malgré les avantages présentés par cette technique, aucune étude récente n’a 

réutilisé cette méthode, probablement pour des difficultés de reproductibilité de la 

technique (données non publiées), liées aux conditions draconiennes de réalisation de la 

FPLC et des difficultés techniques liées à la concentration des échantillons.  

 

La détermination de la concentration LPL utilise des techniques ELISA (enzyme-

linked immunosorbent assay). Les premières techniques publiées étaient des ELISA 

sandwich « maison » (342–344). Les premiers antigènes utilisés pour le développement 

des anticorps furent des protéines natives, provenant de plasma post-héparinique, du 

lait, de tissu cardiaque ou adipeux de différentes espèces.  La production d’anticorps 
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était très laborieuse, notamment pour obtenir une quantité suffisante d’antigène. De 

plus, comme les épitopes reconnus par ces anticorps n’étaient pas caractérisés, la 

spécificité des techniques n’était pas toujours optimale (338,342,345). Dans les années 

1990, plusieurs équipes ont travaillé à l’amélioration des performances analytiques de 

ces techniques, soit par amélioration des anticorps utilisés comme Kawamura et al. 

(346), soit par simplification des procédures techniques et amélioration de la fiabilité 

(347). A ce jour, plusieurs kits commerciaux ELISA sont disponibles pour la 

détermination de la concentration de LPL (CUSABIO, Houston, TX, USA ; ALPCO, Salem, 

NH, USA ; CellBiolabs, San Diego, CA, USA).  

 

La détermination de la concentration sérique en LPL a été étudiée chez les 

patients FCS dès l’apparition d’ELISA suffisamment sensible pour détecter des 

concentrations pré-hépariniques (348,349). Auwerx et al ont étudié 23 patients FCS 

présentant une nette diminution de l’activité LPL : chez seulement 11 d’entre eux la 

concentration pré-héparinique était indosable ou très faible, permettant de 

diagnostiquer un déficit en LPL sans injection d’héparine (348). Ainsi, une concentration 

de LPL masse dans les valeurs de référence ne permet pas d’exclure un déficit en LPL 

consécutif à un variant faux-sens. L’étude de Kern et al. montre une faible différence de 

concentration entre les patients FCS et les sujets témoins (3,8 – 8,3 ng/mL versus 8-25 

ng/mL) (349). Ces limites expliquent probablement que la détermination de la 

concentration pré-héparinique en LPL ne soit pas utilisée en diagnostic de routine ou 

dans les études récentes de description de cohorte (301), bien qu’elle puisse offrir une 

première orientation dans les cas de contre-indication à l’héparine, notamment lors de 

diagnostic pédiatrique ou chez la femme enceinte. 

 

 

2.1.4.2. Détection d’auto-anticorps 

 

Actuellement, la détection d’auto-anticorps anti-LPL fait appel à des techniques 

« maison ». La plus utilisée est le Western blot, réalisé à l’aide de LPL purifiée à partir de 

plasma post-héparinique ou de LPL bovine (312,315,350). Il est également possible de 

détecter les immunogloguline G anti-LPL par technique ELISA, cependant une 

confirmation par Western blot est nécessaire en cas de positivité (313). 
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Les auto-anticorps anti GPIHBP1 et ApoC-II ont été décrits chacun par une seule 

équipe (316–318). A l’heure actuelle, le développement de ces techniques n’a pas été 

reproduit par d’autres équipes en raison de la difficulté de mise au point de ces 

techniques et de la rareté des cas. 

 

 

2.1.4.3. Dosages des protéines régulatrices 

 

Seul le dosage des apolipoprotéines C est facilement disponible pour l’exploration 

phénotypique des HTG puisqu’il existe des kits de dosage par immunoturbidimétrie 

adaptables sur analyseur multiparamétrique de biochimie (351,352). L’ApoC-II est 

indosable dans la majorité des cas de déficits familiaux en ApoC-II. Cependant, il existe 

un certain nombre de cas atypiques de déficit en ApoC-II présentant une concentration 

d’ApoC-II circulant nettement réduite, mais détectable (75,169). D’autre part, certaines 

études ont décrit une diminution du ratio ApoC-II/ApoC-III associée à une augmentation 

des TG-VLDL et ont proposé qu’elle contribuait à une diminution de l’activité de la LPL 

(353,354). 

 

Concernant les autres protéines régulatrices, des kits ELISA ont été développés 

pour la majorité de ces protéines (LMF1, GPIHBP1, ANGPTL3 et 4, ApoA-V), mais leur 

intérêt en diagnostic clinique reste à évaluer (355–358). 

 

 

2.2. Hypercholestérolémie 

L’hypercholestérolémie familiale (OMIM 143890 et 107730) est classiquement 

décrite par une augmentation de la concentration du LDL-c, une transmission 

mendelienne et des antécédents familiaux cardiovasculaires cependant les critères 

peuvent varier selon les recommandations (359,360). Deux scores cliniques sont 

classiquement utilisés pour évoquer le diagnostic d’hypercholestérolemie familiale, le 

score du réseau de la Dutch lipid clinic (Dutch Lipid Clinic Network Criteria, DLCN) (361) 

et celui du registre Simon Broome (362). En ce qui concerne les recommandations 

françaises, la Nouvelle société française d’athérosclérose recommande l’association des 
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critères suivants, en l’absence de cause secondaire (cholestase, syndrome néphrotique, 

insuffisance rénale, anorexie mentale, hypothyroïdie…) pour évoquer le diagnostic 

d’hypercholestérolémie familiale (363) : 

- une concentration en LDL-c > 4,9 mmol/L chez l’adulte ou 4,1 mmol/L chez 

l’enfant  

- contexte de transmission autosomique dominante 

- maladies cardiovasculaires précoces et/ou présence de dépôts extravasculaires 

de cholestérol, en particulier de xanthomes tendineux. 

 

L’hypercholestérolemie familiale est la plus fréquente des dyslipidemies 

monogéniques, avec une prévalence classiquement décrite de 1  pour 500 individus. 

Cependant cette prévalence est à nuancer en fonction des critères diagnostiques utilisés 

et des régions géographiques (359,360). En effet, des études pays-spécifiques utilisant 

des critères standardisés ont rapporté des prévalences allant de 1 pour 219 à 1 pour 

300 (364–367). 

 

La majorité des hypercholestérolémies familiales monogéniques (60-80%) est 

liée à la présence de variants sur le gène LDLR (359,360), avec plus de 118 grands 

réarrangements et 1589 variants ponctuels décrits dans la base de données de 

l’université de Londres (https://www.LOVD.nl/LDLR) (368). Ces mutations peuvent 

affecter toutes les étapes de l’endocytose des LDL médiée par ce récepteur et peuvent 

être classées en deux catégories : celles entraînant l’absence de synthèse de protéine ou 

la synthèse d’une protéine complètement non fonctionnelle et celles entraînant la 

synthèse d’une protéine défectueuse. Ensuite, des variants délétères situés dans les 

régions du gène APOB codant pour le domaine de liaison aux LDLR sont également 

responsables d’hypercholestérolémie familiale chez 5 à 10% des patients, avec 

notamment une mutation récurrente (c.10580G>A, p.Arg3527Gln) (369,370). En effet, 

l’ApoB est la protéine structurelle des LDL et est essentielle à leur liaison au LDLR. Dans 

de rares cas (≈ 1%), des variants gain de fonction PCSK9, impliqué dans la dégradation 

du LDLR, ont été retrouvés chez des patients présentant une hypercholestérolmie 

familiale (370,371). Pour ces trois gènes, la transmission est dite autosomique co-

dominante, la présence d’un variant entraînant une hypercholestérolémie 

correspondant aux critères définis ci-dessus (« hypercholestérolémie familiale 
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hétérozygote »), et la présence de variants homozygotes ou hétérozygotes composites 

entraîne un phénotype plus sévère (« hypercholestérolémie familiale homozygote »). 

Dans tout les cas, la conséquence de ces variants est une absence ou une diminution de 

la recapture des LDL conduisant à leur accumulation dans la circulation et au phénotype 

d’hypercholestérolémie.  

 

Il existe également des étiologies moléculaires beaucoup plus rares. Des variants 

rares hétérozygotes ont  été mis en évidence dans les gènes APOE (202,372) et STAP1 

(373) de façon rarissime chez des patients présentant une hypercholestérolémie. Il 

existe également un mode de transmission récéssive dans certains cas. La présence de 

variants rares homozygotes ou hétérozygotes composites sur le gène LDLRAP1 (codant 

pour la protéine LDLR adaptator 1, liant le LDLR lors de l’internalisation des puits de 

clathrine) entraîne une hypercholestérolémie sévère, appelée hypercholestérolémie 

autosomique récessive (Autosomal recessive hypercholesterolemia, ARH ; OMIM 603813) 

(374). La présence de variants bialléliques pour les gènes ABCG5, ABCG8 et LIPA, 

responsables respectivement de sitostérolémies (OMIM 210250) et de déficit en lipase 

acide lysosomale (OMIM 278000), peuvent également être identifiés chez des patients 

présentant un phénotype compatible avec une hypercholestérolémie familiale 

(375,376). 

 

2.3. Hypobetalipoprotéinemie 

Les hypobetalipoprotéinemie primitives sont caractérisées par une concentration 

en LDL-c et en ApoB inférieure au 5ème percentile en fonction de l’âge et du sexe, en 

l’absence de causes secondaires (insuffisance hépatique, dénutrition, hyperthyroïdie, 

inflammation…). Les formes les plus fréquentes sont les formes monogéniques de 

transmission autosomique codominante, qui seront détaillées dans ce chapitre. 

Cependant, il existe également des formes rares de transmission récessive : 

l’abetalipoprotéinémie (OMIM#200100) et la maladie de rétention des chylomicrons 

(OMIM#246700) (377).  

 

L’hypobetalipoprotéinémie FHBL1 (OMIM#615558) familiale est une maladie de 

transmission autosomique codominante liée à la présence de variants rares délétères du 
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gène APOB. Plus d’une centaine de variants ont été décrits, la plupart sont des variants 

non-sens ou entraînant un décalage du cadre de lecture, mais certains variants faux-sens 

sont également responsables d’hypobetalipoprotéinémie (378–380). Les formes 

tronquées d’ApoB sont produites en moins grande quantité que l’ApoB-100 et sont 

moins lipidées (381). La forme hétérozygote est la plus fréquente avec une prévalence 

de 1 pour 500 à 1 pour 1000 en population générale (377,382). Sa découverte est le plus 

souvent fortuite, à l’occasion d’un bilan lipidique systématique. En effet, les patients sont 

le plus souvent asymptomatiques, cependant certains patients présentent une stétaose 

hépatique, pouvant évoluer vers une fibrose hépatique et in fine une cirrhose (383,384) 

La forme homozygote est extrêment rare, avec un phénotype sévère pouvant être 

similaire à l’abétalipoprotéinemie et une atteinte hépatique systématique (377,385).  

 

L’hypobetalipoprotéinémie FHBL 2 (OMIM#605019) est causée par des variants 

délétères sur le gène ANGPTL3. La transmission du phénotype est complexe puisqu’elle 

est autosomique co-dominante pour le LDL-c et la triglycéridémie mais récessive pour le 

HDL-c, qui est donc abaissé uniquement chez les patients présentant une forme 

homozygote ou hétérozygote composite. La perte de fonction d’ANGPTL3 induirait une 

augmentation de la lipolyse, une accélération de la clairance des lipoprotéines et donc 

une diminution de leur concentration circulante (voir paragraphe 1.2.2.8.1). Une 

cinquantaine de variants délétères ont été mis en évidence chez au total 93 

hétérozygotes et 22 homozygotes/hétérozygotes composites (222,386). Les patients 

publiés sont asymptomatiques et ont été diagnostiqués de façon fortuite ou par étude 

familiale.  

 

Des variants rares perte de fonction de PCSK9 peuvent également être 

responsables d’hypobetalipoprotéinemie (387,388). Dans ce cas, le nombre de LDLR à la 

surface cellulaire est augmenté, entraînant une réduction de la concentration circulante 

du LDL-c. Ces variants ont été initialement trouvés dans une population de patients 

présentant une diminution du LDL-c (Dallas Heart Study) et ont été mis en évidence 

chez 2% des individus d’origine africaine américaine et moins de 0,1% d’individus 

d’origine européenne (387). Une quarantaine de variants ou de mutations associées à 

une hypocholestérolémie a été décrite. Deux patients homozygotes ou hétérozygotes 
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composites asymptomatiques ont été décrits avec une concentration en LDL-c proche de 

0,4 mmol/L (389). 

 

 

3. OUTILS DE BIOLOGIE MOLECULAIRE POUR LES EXPLORATIONS DES DYSLIPIDEMIES 

3.1.1. Séquençage direct 

 

Le séquençage direct de l’ADN est la méthode actuelle de référence pour la mise 

en évidence de variations ponctuelles. Cette méthode a initialement été développée par 

Fréderick Sanger en 1977 (390) et est basée sur l’interruption de l’élongation du brin 

d’ADN complémentaire (arrêt de la synthèse enzymatique du brin d’ADN). 

Techniquement, après une PCR (polymerase chain reaction) d’amplification de la région 

d’intérêt et une étape de purification, l’amplicon à séquencer est incubé avec une courte 

amorce oligonucléotidique servant de point de départ pour la synthèse du nouveau brin, 

une ADN polymérase, des désoxynucléotides classiques (dNTP) et des 

didésoxynucléotides (ddNTP) en concentration plus faible. L’incorporation de ces 

ddNTP dans le brin en cours de synthèse sera responsable d’un arrêt de l’élongation due 

à l’absence de groupement OH en 3’ du désoxyribose. Ainsi, la longueur des fragments 

obtenus sera fonction du point d’insertion du ddNTP et la séparation de ces fragments 

par migration dans un gel d’acrylamide permettra la lecture de la séquence du gène.  

 

En 1986, une évolution de cette méthode est développée (391). Elle consiste à 

marquer les ddNTP par un fluorophore spécifique. Ainsi, les différents fragments d’ADN 

produits portent en 3’ ce fluorophore, dont la longueur d’onde d’émission est spécifique 

du ddNTP incorporé. Cette évolution a permis l’automatisation du séquençage par 

séparation des fragments par électrophorèse capillaire. On obtient alors un 

fluorogramme qui peut être aligné contre la séquence de référence par un logiciel 

d’alignement pour permettre la mise en évidence des variants. 

 

Cette technique, toujours considérée comme la technique de référence pour la 

détection des variations ponctuelles, est uniquement qualitative. Le produit de PCR n’est 

pas quantifié : il n’est donc pas possible de détecter si les deux allèles ont été amplifiés. 
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Cela conduit à de faux négatifs soit en cas de délétion hétérozygote incluant au moins un 

des deux sites de fixation des amorces (grands réarrangements par exemple), soit en cas 

de variations ponctuelles empêchant la fixation d’au moins une des deux amorces. Dans 

les deux cas, un seul brin est amplifié sans que cela soit détéctable. Enfin, cette technique 

devient rapidement fastidieuse pour étudier des gènes ou des régions de grande taille, et 

son utilisation est donc limitée à des études ciblées majoritairement. 

 

3.1.2. Recherche de grands réarrangements et de variations du nombre de copies 

(CNV) 

La technique de MLPA® (pour Multiplex Ligation-dependent Probe 

Amplification) est une méthode commerciale permettant la mise en évidence de grands 

réarrangements tels que les délétions ou duplications. Le principe est fondé sur celui de 

la PCR multiplex et utilise une sonde divisée en deux oligonucléotides et nécessitant la 

ligation de ces deux parties pour que l'amplification ait lieu. Un kit est disponible 

seulement pour certains gènes, par exemple LDLR pour les hypercholestérolémies et 

LPL pour les HTG sévères (MLPA MRC –Holland, Amsterdam, Pays-Bas).  

 

D’autres techniques sont utilisables telles que les PCR quantitatives, les PCR long-

range ou des techniques de micro-array (117,121,392). Cependant, ces techniques sont 

fastidieuses car elles demandent une mise au point lourde dans la majorité des cas, et de 

surcroît les techniques de PCR sont spécifiques d’un réarrangement. Pour ces raisons, 

elles ne sont souvent utilisées qu’en deuxième intention et réservées à certains cas 

particuliers. 

 

 
3.1.3. Le séquençage haut débit 

 

Depuis 2006, l’émergence de nouvelles techniques dites « à haut débit » ou de 

« nouvelle génération » (avec l’acronyme NGS pour « next generation sequencing ») a 

révolutionné le séquençage des génomes en permettant un séquençage rapide, de 

plusieurs gènes à la fois, de l’ensemble des régions codantes d’un individu (exome), 

voire de l’ensemble de son génome. Le développement de ces méthodes de séquençage a 

été rendu possible par : 

http://fr.wikipedia.org/wiki/PCR
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- la génération d’algorithmes bioinformatiques puissants pour la 

conversion des signaux en séquences et l’alignement des fragments de 

séquences contre un génome de référence  

- la maîtrise de techniques microfluidiques  

- le développement de techniques d’amplification clonale (comme la PCR 

en émulsion par exemple) permettant d’obtenir des données provenant 

d’un seul brin d’ADN (origine clonale des signaux). 

 

3.1.3.1. Protocole général du séquençage haut-débit 

 

Plusieurs stratégies de séquençage haut débit sont actuellement disponibles sur 

le marché permettant le séquençage de plusieurs mégabases (Mb) (voire d’1 gigabase) 

en des temps relativement courts. Bien que différentes, ces stratégies partagent un 

protocole « général » partagé en 4 étapes clés (393). 

 

La préparation de la librairie. L’ensemble des technologies de séquençage haut-

débit requiert la préparation d’une collection de fragments d’ADN qui, mis bout à bout, 

recouvrent la totalité des séquences d’ADN à séquencer. Cette collection est appelée 

« librairie », « bibliothèque » ou encore « banque ».  La première étape repose sur la 

fragmentation du génome afin d’obtenir des fragments d’ADN de taille très proches, et 

spécifiques de la plateforme considérée (394). D’autre part, les fragments d’ADN 

composant cette librairie doivent acquérir des caractéristiques, notamment à leurs 

extrémités 5’ et 3’, et pour cela seront fixés aux extrémités de chacun des fragments :  

- des « codes-barres » ou « barcodes ». Ce sont de courtes séquences (20 

nucléotides environ) permettant lors de l’étape bioinformatique d’analyse des données, 

de réattribuer chacun des fragments au patient source. 

- des adaptateurs (adapters en anglais). Ces séquences oligonucléotidiques 

uniques (non retrouvées dans le génomes) et communes à tous les fragments 

permettent l’amplification clonale et le séquençage en utilisant des amorces universelles 

et non dépendantes de l’ADN à séquencer (395). 

 Enfin, l’étape finale consiste en une purification des librairies afin d’éliminer 

toute contamination par de l’ADN génomique, amorces, nucléotides ou enzymes pouvant 

subsister dans les échantillons. 
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Amplification clonale. Une amplification des librairies est nécessaire pour obtenir 

un signal détectable par les séquenceurs (394). On parle « d’amplification clonale » 

puisque, à partir d’un fragment d’ADN unique, vont être générées un très grand nombre 

de copies identiques de ce même fragment d’origine (396). Les copies de ce même 

fragment sont alors immobilisées sur un support qui est spécifique de chacune des 

plateformes.   

 

Séquençage. Après l’amplification clonale, chacun des fragments va subir, en 

même temps, la réaction de séquençage. Le signal détecté par l’appareil sera donc la 

somme des signaux émis par chacun des fragments lors de l’incorporation d’un 

nucléotide. A la différence du séquençage classique basé sur la méthode de Sanger et sur 

l’électrophorèse capillaire, l’étape de séquençage est ici basée sur la mise en œuvre de 

cycles pendant lesquels les nucléotides sont ajoutés un à un en alternance avec une 

étape de lavage (394). 

 

Cette technique permet de quantifier pour chaque position le nombre de lecture 

pour chaque base (Adenine, A ; Cytosine, C ; Guanine, G ; Thymine, T). Par exemple, il est 

possible de savoir, à une position donnée, que pour 211 lectures totales, la répartition 

est la suivante : A=0, C=105, G=106, T=0. 

 

3.1.3.2. Les principales technologies de séquençage haut-débit ou NGS (Next 

Generation Sequencing)  

 

3.1.3.2.1. La technologie IonTorrentTM de Life technologies 

 

La stratégie Life technologies repose sur l’association de la préparation de la 

librairie par technologie AmpliseqTM, une amplification clonale par PCR en émulsion (Ion 

OneTouchTM) et une technique originale de séquençage basée sur la détection d’un 

signal électrique généré par une variation de pH (Personal Genome machine, PGM).  

La technologie AmpliseqTM est basée sur la PCR multiplex (plusieurs PCR 

simultanées) grâce à un mélange de nombreux couples d’amorces ciblant les régions 

d’intérêts. La particularité de ces amorces est d’être digérable, et ainsi de récupérer des 

amplicons dépourvus de ces amorces, qui seront remplacées par des adaptateurs et des 
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codes-barres. A la fin de ces étapes, une librairie AmpliseqTM est donc constituée d’un 

ensemble d’amplicons, bornés à leurs extrémités par les adaptateurs et codes-barres 

nécessaires aux étapes d’amplification clonales et de séquençage, et représentatifs de 

l’ensemble des régions d’intérêt à séquencer.  

 

L’amplification clonale des librairies est réalisée par PCR en émulsion grâce à 

l’automate One Touch™. La PCR est réalisée dans une émulsion huile dans eau (H/E) 

(397). Les adaptateurs s’hybrident à des fragments fixés sur une bille (Ion sphere 

particule, ISP). Le modèle idéal correspond au cas où chaque goutte d’huile contient une 

bille et un seul fragment d’ADN : cette amplification est donc dite clonale. A chaque cycle 

d’amplification, le nouveau brin d’ADN polymérisé se fixe à un autre fragment de la bille. 

Cette étape est suivie d’un enrichissement, c’est-à-dire une sélection des billes à la 

surface desquelles un fragment de librairie est amplifié. 

 

Les billes, servant de matrice de séquençage, sont chargées sur des puces de 

séquençage contenant des millions de puits, chacun permettant de recevoir une bille et 

de détecter la variation de pH induite par l’incorporation d’un nucléotide par variation 

du signal électrique (398).  Par conséquent, chaque puits correspond à la détermination 

d’une séquence, permettant ainsi l’obtention de millions de séquences. La libération d’un 

proton H+ n’étant pas spécifique, les dNTP sont ajoutés les uns après les autres (on parle 

de « flows »), séparés par une étape de lavage entre chacun d’eux et dans un ordre 

consensuel. La succession de base constitue une séquence, ou une lecture, qui sera par la 

suite alignée contre le génome de référence et comparée à celui-ci. 

 

3.1.3.2.2. La technologie Illumina® 

 

La technologie Illumina® est disponible sur un large panel de séquenceurs de 

débit différents (MiniSeq, MiSeq, NextSeq NovaSeq et HiSeq) et repose sur deux 

principes technologiques originaux : l’amplification clonale par « bridge PCR » et le 

séquençage par terminaison cyclique et réversible  (Cyclic reversible termination, CRT). 

 

Pour la préparation des librairies, l'ADN génomique va être fragmenté 

mécaniquement ou enzymatiquement. La fragmentation est suivie d’une étape de « End-
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Repair » pour homogénéiser les fragments, puis de l’ajout d’un A en 5’ pour permettre la 

fixation des adaptateurs (« A-tailing »). Les adaptateurs sont ligués aux extrémités des 

fragments d'ADN. Les adaptateurs peuvent contenir des séquences « codes-barres ». 

C’est donc après cette étape que les échantillons peuvent être multiplexés. Après 

dénaturation, les fragments sont hybridés et capturés par des sondes spécifiques de la 

région d’intérêt d’environ 70 nucléotides. Leur taille permet de tolérer des « mismatch » 

avec la région à laquelle elles doivent s’hybrider. Elles sont marquées par de la biotine, 

permettant leur capture par des billes marquées à la streptavidine. Les fragments non 

hybridés sont éliminés et les séquences cibles sont récupérées et nettoyées des sondes 

pour constituer une librairie enrichie en séquences d’intérêt.  

 

L’amplification clonale est donc réalisée par « bridge PCR » : l'ADN est dénaturé 

puis chaque brin est immobilisé en se fixant, via l’adaptateur, à une amorce, elle-même 

fixée sur un support solide (la « flowcell ») (394). Le brin complémentaire est synthétisé 

puis ce nouvel ADN double-brin est dénaturé. Chaque brin fixé forme alors un pont en 

s'hybridant localement avec l'amorce complémentaire de l'autre extrémité. Le brin 

complémentaire est synthétisé. L'opération est répétée un grand nombre de fois: il y a 

formation d'amas ("cluster") du même fragment d'ADN. 

 

Le séquençage par terminaison cyclique et réversible repose sur l’utilisation de 

dNTP modifiés, à la fois par l’ajout d’un fluorophore et par l’ajout d’un groupement 

chimique bloquant temporairement l’élongation (3’-O-azidomethyl 2’-deoxynucleoside 

triphosphates) (399,400). De plus, chaque base (A, T, C ou G) est caractérisée par un 

fluorophore qui lui est propre. Ensuite, chacun des nucléotides modifiés est incorporé 

séquentiellement et l’ajout des 4 nucléotides correspond à un cycle de séquençage et 

dure environ 5 minutes. Après chaque cycle d’incorporation, l’identité de la base insérée 

est déterminée par excitation du fluorophore par un laser et lecture de la fluorescence 

émise. Après lecture, le groupement responsable de la fluorescence et de l’arrêt de 

l’élongation est hydrolysé par ajout d’un dérivé de la phosphine. Cette étape permet la 

régénération d’un groupe 3’-hydroxyl permettant la reprise de l’élongation et 

l’incorporation d’un nouveau nucléotide lors du prochain cycle de séquençage (399). Le 

séquençage est réalisé en « paired-end » c’est-à-dire qu’un fragment est séquencé dans 

les deux sens : dans l’un, puis grâce à la réalisation d’un pont comme pour l’amplification 
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clonale, dans l’autre, soit par pair. La séquence de chacun des fragments est déterminée 

par la succession des fluorescences obtenues à la suite des différents cycles, les 

différents « clusters » étant repérés par leurs coordonnées géographiques sur la lame de 

verre. 

 

 Plusieurs études se sont attachées à comparer ces deux technologies, les 

résultats sont présentés dans le Tableau 3. 

 

 

Critère Illumina® Ion Torrent™ 

Amplification clonale Bridge PCR PCR en émulsion 

Séquençage Terminaison réversible de 

l’élongation 

Variation de pH 

Durée du séquençage 11 – 29h 3h + 6h d’amplification clonale 

Longueur des lectures 2 x 75 pb 

2 x 150 pb 

200 pb 

400 pb 

Moyenne de la longueur 

des lectures 

Non testé 

(140pb pour le MiSeq) 

170 pb 

Multiplexage des patients Jusqu’à 96 Jusqu’à 96 

Nombre de bases 

séquencées 

15 Gb (selon la configuration 

de la Flow Cell) 

30 Mb à 1,2 Gb (selon la puce 

utilisée) 

Nombre de lectures 10 à 40 000 000  400 000 à 5 000 000 

Taux d’erreurs Non Testé 

(0,32% pour le MiSeq) 

1,71 % 

Type principal d’erreurs Substitution Homopolymères 

Coût / Mb (USD) 0,5 $ pour le MiSeq 1 – 22 $ selon la puce utilisée 

Tableau 3. Comparaison des deux principales technologies de séquençage de 2ème 

génération. 
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3.1.3.3. Traitement des données : outils bio-informatiques 

 

La génération d’une quantité importante de données par le séquençage haut 

débit nécessite le développement en parallèle d’outils bio-informatiques permettant le 

traitement de ces données. Le « pipeline » bio-informatique, dont la traduction littérale 

est canalisation, correspond à l’ensemble des étapes permettant le traitement des 

données brutes pour arriver à la détection d’altérations génomiques. Il s’agit de 

transformer une mesure, un signal issu du séquenceur, en séquences alignées sur un 

génome de référence et qui par comparaison à celui-ci permet l’identification de 

variations, ou variants. Ceux-ci sont ensuite commentés ou annotés pour aider à leur 

interprétation et leur tri. Le pipeline bio-informatique peut être divisé en quatre étapes 

principales:  

- L’appel des bases ou « base-calling »  

- L’alignement au génome de référence 

- L’appel ou l’identification des variants par comparaison au génome de référence  

- L’annotation des variants et leur filtre 

 

De plus, le nombre de lectures à chaque position étant connu, il peut être 

comparé entre les patients et permettre la détection de CNV. A l’heure actuelle, 

l’identification de CNV sur les données de NGS a été réalisée avec succès dans plusieurs 

champs d’application (401,402) mais il existe peu de publications identifiant des CNV 

dans le diagnostic moléculaire des dyslipidémies (403,404).  

 

Cette étape critique nécessite des compétences statistiques et informatiques 

pointues : elle est en général réalisée par des organismes dédiés internes (telle que le 

Service de Biostatistiques des Hospices Civils de Lyon) ou externes (telle que la société 

SOPHiA GENETICS™). 
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3.1.3.4. Avantages et inconvénients des stratégies de séquençage haut débit 

  

Les stratégies de séquençage haut débit, quelque soit la technologie utilisée, 

permettent à la fois : 

- Une analyse qualitative, permettant la détection de variants ponctuels de façon 

équivalente au séquencage Sanger. 

- Une analyse quantitative du nombre de lecture des bases permettant de 

détecter les CNV, contrairement au séquençage Sanger. 

De plus, l’utilisation de fragments d’ADN n’excédant pas 150 paires de bases environ, 

mais chevauchants, permet de limiter le risque de faux négatifs liés à la présence de 

variants sur les régions d’hybridation des amorces. L’augmentation des capacités de 

séquençage permet d’envisager des stratégies avec des panels contenant un plus grand 

nombre de gènes, incluant ceux permettant un diagnostic différentiel ou ceux 

d’implication nouvelle en pathologies. Ces avantages permettent d’espérer une 

amélioration du diagnostic moléculaire des dyslipidémies dans un futur proche. 

Cependant, ces stratégies génèrent un grand nombre de données complexifiant 

l’interprétation. 
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4. ENJEUX DU TRAVAIL 

Le travail de notre laboratoire s’inscrit dans une volonté d’améliorer la 

compréhension des dyslipidémies. La collaboration clinico-biologique permet la 

constitution de cohorte de patients et de conduire une recherche translationnelle 

efficace. En effet, ces cohortes permettent détudier l’impact de variants génétiques rares 

sur l’organisme humain (effets métaboliques, conséquences athéromateuses) et 

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. De plus, l’étude des patients présentant 

des phénotypes opposés permet d’anticiper les effets à long terme des traitements 

ciblant des protéines impliquées dans le métabolisme des lipides. Les travaux présentés 

s’intéressent spécifiquement au métabolisme des LRTG. 

 

Comme évoqué précédemment, d’après une étude récente sur 377 patients 

présentant une HTG > 10 mmol/L, seulement 20,2% des patients présentent un ou 

plusieurs variants rares délétères sur les gènes LPL, APOA5, APOC2, GPIHBP1 et LMF1 et 

environ 29,4% présentent une accumulation de variants communs (321). De cette 

simple observation nous avons développé deux axes de travail. 

 

Premièrement, aucune cause génétique connue n’est identifiée chez 50,4% des 

patients : il est donc nécessaire d’y associer une exploration phénotypique pour 

caractériser précisemment les patients et les classer, afin de différencier des 

mécanismes physiopathologiques au sein de l’ensemble hétérogène que constituent les 

HTG sévères, et éventuellement d’identifier de nouveaux acteurs du métabolisme des 

LTRG. En 2014, notre équipe a publié une nouvelle méthode de détermination de 

l’activité LPL (149). Cette approche, utilisant un substrat composé de VLDL humaines, a 

montré des performances analytiques satisfaisantes, cependant seulement 11 patients 

sur 71 présentant une HTG sévère, présentaient une diminution sévère de l’activité LPL 

10 minutes après l’injection d’héparine. Ces observations nous ont motivés pour évaluer 

la détermination de l’activité LPL sur des temps post-hépariniques plus tardifs à la 

recherche d’altérations plus subtiles de la lipolyse médiée par la LPL. 

 

Deuxièmement, le caractère oligogénique des dyslipidémies joue un rôle majeur 

notamment dans les HTG sévères, puisqu’il permet d’expliquer un tiers des cas. 
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L’importance des interactions gène-gène est également soulignée par la variabilité des 

phénotypes observés parfois au sein d’une même famille. D’autre part, la description de 

l’implication de grands réarrangements n’a cessé de progresser. Il nous est apparu 

nécessaire de développer un outil de diagnostic moléculaire performant afin d’explorer 

simultanément les principaux gènes impliqués dans les dyslipidémies d’une part et de 

permettre facilement la détection des grands réarrangements d’autre part, 

contrairement aux stratégies antérieures. L’évolutivité des techniques de séquençage 

nous a conduits à développer une stratégie de séquençage de nouvelle génération (NGS) 

permettant de détecter rapidement et simultanément des variants sur les neuf gènes 

principaux impliqués dans les dyslipidémies : ANGPTL3, APOA5, APOC2, APOB, GPIHBP1, 

LDLR, LMF1, LPL, PCSK9. Grâce à cette approche, nous souhaitions à la fois répondre aux 

prérequis du diagnostic moléculaire de routine mais aussi améliorer la compréhension 

des variabilités phénotypiques et des interactions gène-gène dans le développement des 

dyslipidémies. 
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DEUXIEME PARTIE : PRESENTATION DES TRAVAUX  
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1. ARTICLE 1  

Alterations in plasma triglycerides lipolysis in patients with history of 

multifactorial chylomicronemia.  

Marmontel O, Di Filippo M, Marcais C, Nony S, Dumoux M, Serveaux-Dancer M, Caussy 

C, Charrière S, Moulin P.  Atherosclerosis. 2017 Jul 29;265:22-28. doi: 

10.1016/j.atherosclerosis.2017.07.030 

 

Pour cette étude, nous nous sommes concentrés sur la forme oligogénique des 

HTG sévères, le syndrome de chylomicronémie multifactorielle (Multifactorial 

chylomicronemia syndrome, MCS, OMIM #144650) (5,6) (voir paragraphe 2.1.2 de la 

partie bibliographique). L'hétérogénéité phénotypique et les mécanismes physio-

pathologiques de cette entité restent imparfaitement identifiés et compris. Pour 

améliorer nos connaissances et la caractérisation de ces patients, nous avons déterminé 

la concentration pré-héparinique en LPL et l’activité post-héparinique jusqu’à 60 

minutes après l’injection d’héparine chez 62 patients MCS. Nous avons également suivi 

les remaniements des lipoprotéines par électrophorèse. Ces patients avaient au 

préalable bénéficié d’un diagnostic moléculaire et aucun ne présentait de variants 

délétères bi-alléliques pour les gènes LPL, APOC2, APOA5, GPIHBP1, LMF1 et APOE. Ce 

travail nous a permis de mettre en évidence deux sous-groupes chez ces patients : un 

groupe de patients présentant un défaut de lipolysabilité et/ou de clairance hépatique 

des LRTG, et un deuxième groupe de patients présentant un probable défaut de 

disponibilité de la LPL.  

 

Ce travail, ainsi que ses phases préliminaires, a également fait l’objet de posters 

commentés lors de congrès internationaux et d’un poster affiché lors d’un congrès 

national  (Annexe 2 et Annexe 3). 
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Supplementary data for materials and methods 

 

Lipid profiles 

Total cholesterol (TC), triglycerides (TG), high density lipoprotein cholesterol (HDL-c), 

apolipoproteins (Apo) B and A1 levels were determined using commercial kits (ABBOTT 

Diagnostics) on an Architect C16000 autoanalyser (ABBOTT Diagnostics, Illinois, USA). Apo CII 

and CIII were measured using a commercial kit (K-Assay, Kamiya Biomedical Company, 

Whasington, USA) on an ABX Pentra 400 autoanalyzer (Horiba Medical; Montpellier, France). Apo 

B48 concentration was measured using a commercially available kit (ref AKHB48, Xceltis, 

Mannheim, France). TG levels and lipoprotein electrophoresis were carried out on all available post-

heparin serums using commercial kit (see previously) and the Sebia hydragel system (Sebia; Issy Les-

Moulineaux, France).  Lipoprotein remodeling patterns assessed by lipoprotein electrophoresis were 

interpreted independently by three operators.  

Determination of chylomicrons and LDL-cholesterol after ultracentrifugation 

TG in the chylomicrons fraction (TG-chylomicrons) were determined by measuring TG levels in the 

floating fraction obtained after ultracentrifugation of the serum with distilled water in a Sorval S140 

AT 017 Rotor (Sorval Discovery M150 SE ultracentrifuge, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, 

USA) at 15000 rpm (112 060 g) for 1h. TG-chylomicrons were measured for patients before heparin 

injection and 10 and 60 minutes after heparin injection. 

LDL cholesterol (LDL-c) was determined after preparative ultracentrifugation (d = 1.006 kg/l) using a 

Sorval Discovery M150 SE ultracentrifuge (Sorval S140 AT 017 Rotor: 140 000 RPM (1 050 560 g) 

for 70 minutes). After VLDL and chylomicrons removal, TC was determined in the remaining fraction 

(LDL + HDL). LDLc was obtained by the subtraction of the directly measured HDLc. 

 

LPL activity 

Briefly, post-heparin plasma was added to the heat inactivated VLDL substrate (obtained by 

ultracentrifugation of normolipidemic human serums, diluted in a phosphate buffer, pH 8.15). 
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Following incubation at 37°C, the released NEFA (non-esterified fatty acids) were assayed hourly for 

4 hours. LPL activity was expressed as µmol/L/min after subtraction of hepatic lipase (HL) activity, 

determined following LPL inhibition with NaCl 1.5 mmol/L pH 8.15. 

 

Molecular diagnosis 

Following the extraction of genomic DNA from blood (Nucleon Bac3, GE Healthcare, Chalfont St. 

Giles, UK), the encoding regions, and the flanking intronic junctions of LPL, APOA5, APOC2 

GPIHBP1, LMF1 genes and exon 4 of APOE gene were PCR amplified as previously reported (1–3). 

The amplicons were either screened by denaturing high-performance liquid chromatography as 

previously described (dHPLC, Transgenomic, Glasgow, United Kingdom) or directly sequenced with 

the BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit on an ABI PRISM 3730 DNA sequencer (Applied 

Biosystems, Foster City, USA). 
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Figure S1. Lipoprotein electrophoretic pattern after heparin injection in MCM patients and controls. 1 

 2 

A single intravenous injection of heparin (50 UI/Kg) was given at time 0. Blood was collected prior to (t0), and 3 (t3), 10 (t10), 30 (t30) and 60 (t60) minutes 3 

after heparin injection. Lipoprotein electrophoresis was performed at each time point, on the same agarose gel. 4 

Fraction 5 (dotted line ---) and 6 (solid line−) were immunoblotted and both contained Apolipoprotein A1 (data not shown). 5 

 6 

  7 
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Figure S2. Distribution of Lipoprotein electrophoretic pattern in the correlation between PHLA60 and basal triglyceridemia.  1 

 2 

Lipoprotein electrophoretic pattern 1 (● Blue circle), pattern 2 (■ Red square) and pattern 3 (▼Green triangle). 3 

Cut off are shown as a dotted line: 22.5 µmol/L/min for PHLA60 and 15 mmol/L for basal triglyceridemia. 4 

5 
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Table S1. Characteristics of 62 MCM patients and controls the day of heparin injection 1 

  2 

  MCM 

n=62 

Controls 

n=30 

p 

Sex male/female, n 45/17 18/12 NS 

Age, years 45±11 57±16 < 0.001 

BMI, kg/m
2
 28.0±4.3 24.5±3.8 < 0.001 

Pancreatitis, n 17 (27.4%) NA NA 

Highest plasma TG levels 

recorded, mmol/L 30.78 [29.54-43.92]  NA NA 

Diabetes n (%) 24 (38.7%) 0 (0%) < 0.001 

Statins/Fibrates/n-3 17/9/2 15/0/0 0.02 

TG, mmol/L 7.81 [8.07-13.80]  1.09 [1.02-1.43] < 0.001 

TC, mmol/L 8.12±4.34 4.23±1.03 < 0.001 

HDLc, mmol/L 0.80±0.23 1.14±0.31 < 0.001 

LDLc, mmol/L 2.57±1.75 2.54±0.90 NS 

Apo B, g/L 1.15±0.43 78±26 < 0.001 

Apo CII, g/L 0.17± 0.11 NA NA 

Apo CIII, g/L 0.43± 0.29 NA NA 

Apo CII/Apo CIII 0.43±0.15 NA NA 

 3 

Quantitative variable are presented as mean +/- Standard deviation, or median [IC 95] confidence interval of mean for triglycerides. Qualitative variable are 4 

expressed as number of person. Data were available for Apo CII and Apo CIII for 44 patients and for BMI for 27 controls.  The p value was calculated by 5 

Student’s test, Mann-Whitney and Chi square as appropriate. NS, non-significant. 6 
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BMI, Body mass index; , n-3, high dose omega 3 fatty acids supplementation (2g/day TG, triglycerides; TC, total cholesterol;  HDLc, high density lipoprotein 1 

cholesterol; LDLc, low density lipoprotein cholesterol; Apo, apolipoprotein). 2 

  3 
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Table S2. Rare genetic variants identified in candidate genes in MCM patients. 1 
 2 

Gene N° Exon 
Trivial name 

(protein effect) 
Systematic name (DNA level) 

Missense mutation 

Polyphen/SIFT 

Truncate

d protein 
References 

LPL #1 2 p.(Trp91*) NM_000237.2(LPL):c.272G>A   Yes SNPdb rs118204070 

  #2 3 p.(Ala98Thr) NM_000237.2(LPL):c.292G>A Probably damaging/tolerated   Chan 2002 (4) 

  #3 4 p.(Ser199Phefs*8)
a
 NM_000237.2(LPL):c.596del   Yes Pruneta 2005 (5) 

  #4 5 p.(Leu209Tyrfs*43) NM_000237.2(LPL):c.624del   Yes Non reported 

  #5 5 p.(Gly215Glu) NM_000237.2(LPL):c.644G>A Probably damaging/Deleterious   Reina 1992 (6); Ebara 2007 (7) 

  #6 5 p.(Ile245Thr) NM_000237.2(LPL):c.734T>C Benign/Deleterious   Non reported 

APOA5 #7 4 p.(Gln97*)
a
 NM_052968.4(APOA5):c.289C>T   Yes 

Charière 2009 (3); Dussaillant 

2012 (8); Chokshi 2014 (9) 

  #8 4 p.(Tyr110Leufs*158)
a
 NM_052968.4(APOA5):c.327dup   Yes Di Filippo 2014 (10) 

  #9 4 p.(Arg143Alafs*57) NM_052968.4(APOA5):c.427del   Yes Do 2015 (11) 

  #10 4 p.(Leu198Argfs*65) NM_052968.4(APOA5):c.593_606del   Yes Non reported 

  #11 4 p.(Leu253Pro) NM_052968.4(APOA5):c.758T>C Probably damaging/deleterious   Mendoza Barbera 2013 (12) 

  #12 4 p.(Gln295*)
a
 NM_052968.4(APOA5):c.883C>T   Yes Di Filippo 2014 (10) 

  #13 4 p.(Ala315Val)
b
 NM_052968.4(APOA5):c.944C>T Probably damaging/deleterious   Do 2015 (11); Hubacek 2008 (13) 

APOE #14 4 p.(Arg163Cys) NM_000041.3(APOE):c.487C>T Probably damaging/Deleterious   Rall 1983 (14) 

 3 
Each mutation was described only in one patient and no patient had more than one mutation. 4 
In silico analysis of the mutations was performed with Alamut v2.0 (Interactive Software), Polyphen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) and SIFT 5 
(http://sift.jcvi.org/www/SIFT _aligned_ seqs_submit.html). 6 
a 
mutation already published by our team 7 

b
 considered with no major deleterious effects according previous reports  8 

 9 

 10 

 11 

 12 

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/
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Table S3. Common genetic variants identified in candidate genes in MCM patients. 1 
 2 

Gene  Exon 
Trivial name 

(protein effect) 
Systematic name (DNA level)   

Allele frequency  

European 

population
a
 

Allele 

frequency 

in MCM 

cohort 

References 

LPL 2 p.(Asp36Asn)
b
 NM_000237.2(LPL):c.106G>A rs1801177 0.01512 0.025 Zhang 1996 (15) 

  6 p.(Asn318Ser)
b
 NM_000237.2(LPL):c.953A>G rs268 0.02017 0.033 Zhang 1996 (15) 

APOA5 3 p.(Ser19Trp) NM_052968.4(APOA5):c.56C>G rs3135506 0.0864 0.200 Talmud 2004(16) 

GPIHBP1 1 p.(Phe14Cys) NM_178172.5(GPIHBP1):c.41T>G rs11538389 0.1062 0.075 Charriere 2011(2) 

LMF1 8 p.(Arg364Gln) NM_022773.2(LMF1):c.1091G>A rs35168378 0.03568 0.057 Surendran 2012 (17) 

APOC3 3'UTR  
c.*40G>C  rs5128 0.1611 0.150 Song 2014(18) 

APOE 4 (ε4) p.(Cys130Arg)
b
 NM_000041.3(APOE):c.388T>C rs429358  0.2078 0.144 Rall 1992(19) 

  4 (ε2) p.(Arg176Cys)
b
 NM_000041.3(APOE):c.526C>T rs7412  0.106 0.144 Rall 1992(19) 

a
 http://exac.broadinstitute.org/ 3 

b 
Old nomenclatures: p.D9N, p.N291S, C112R and R158C. 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 
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2. ARTICLE 2  

Single, short in-del, and copy number variations detection in monogenic 

dyslipidemia using an NGS strategy 

Marmontel O, Charrière S, Simonet T, Bonnet V, Dumont S, Mahl M, Jacobs C, Nony S, 

Chabane K, Bozon D, Janin A, Peretti N, Lachaux A, Bardel C, Millat G, Moulin P, Marçais C, 

Di Filippo M. Clinical genetics. 2018. Clin Genet 2018  Mar 2. doi: 10.1111/cge.13250 

 

Cette étude décrit une nouvelle stratégie de séquençage de nouvelle génération 

pour l’exploration des gènes les plus prévalents dans les HTG, les 

hypercholestérolémies, et les hypocholestérolémies (ANGPTL3, APOA5, APOC2, APOB, 

GPIHBP1, LDLR, LMF1, LPL, PCSK9). Cette stratégie est basée sur la combinaison d’un 

panel personnalisé Ampliseq™ et d’un séquençage sur séquençeur Ion PGM™. Dans un 

premier temps, cette méthode a été évaluée et validée sur une cohorte de 75 patients, 

pour lesquels nous avions déjà identifié de manière conventionnelle des variants 

nucléotidiques ou des petites insertions/délétions. Grâce au développement d’outils bio-

informatiques par le Service de Biostatistiques des Hospices Civils de Lyon et des 

collègues, rapidement nous avons également été capables de contrôler les régions 

couvertes et de détecter de grands réarrangements. Ensuite, nous avons testé cette 

approche de façon prospective sur une cohorte de 140 patients dyslipidémiques : nous 

avons identifié 87 variants nucléotidiques ou petites insertions/délétions et 4 grands 

réarrangements. Grâce au séquençage simultané des 9 gènes, nous avons pu mettre en 

évidence 28 variants qui n’auraient pas été identifiés avec notre stratégie précédente, 

permettant ainsi d’améliorer la compréhension des interactions gène-gène dans les 

modulations de phénotype, la fiabilité et le rendement du diagnostic moléculaire des 

dyslipidémies primitives.  



 
 

86 
 

 



 
 

87 
 

 



 
 

88 
 

 



 
 

89 
 

 



 
 

90 
 

 



 
 

91 
 



 
 

92 
 

 



 
 

93 
 

 



 
 

94 
 

 



 
 

95 
 



 
 

96 
 

 Supplementary data for materials and methods 

Lipid profiles 

Total cholesterol (TC), TG, high density lipoprotein cholesterol (HDLc), apoB levels were determined 

using commercial kits on an Architect C16000 autoanalyzer (ABBOTT Diagnostics, Lake Forest, IL, 

USA). LDLc was either calculated by the Friedewald formula if TG levels were under 3.9 mmol/L or 

determined after preparative ultracentrifugation (d=1.006 kg/l) using a Sorval Discovery M150 SE 

ultracentrifuge (Sorval S140 AT 017 Rotor, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; 1 050 560 

g; 70 minutes). After VLDL and chylomicron removal, TC was determined in the remaining fraction 

(LDL + HDL). LDLc was obtained by the subtraction of the directly measured HDLc (1). 

Library preparation 

Genomic DNA was extracted from blood samples using the Nucleon Bac3 kit (GE Healthcare
®
, Little 

Chalfont, UK) or the Nucleospin strategy (Macherey Nagel
®
, Hoerdt, France). Using the Ion 

AmpliSeq™ designer software (www.ampliseq.com), the panel was designed to identify disease-

causing variation in coding DNA sequence and flanking introns (exon padding: ± 20 bp) in the 

following genes: ANGPTL3, APOA5, APOC2, APOB, CREB3L3, GPIHBP1, LDLR, LMF1, LPL, 

PCSK9. This panel consisted of two separate PCR primer pools and allowed analysis of 108 coding 

exons (padding: ± 20 bp) by the targeted sequencing of 274 amplicons (global size: 32.2 kb/patient). 

Libraries were constructed using the Ion AmpliSeq Library Kit v2.0. Various samples were 

distinguished by unique barcodes (Ion Xpress™ Barcode Adapters Kit; Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA). Validation of enrichment and quantification of enriched target DNA were performed on 

the Caliper LabChip GX using the High Sensitivity assay Kit (Caliper LifeSciences, Waltham, MA, 

USA) and then pooled in equimolar concentrations. 

Ion torrent PGM sequencing 

Amplified libraries were submitted to emulsion PCR thanks to the Ion OneTouch™ 2 system using the 

Ion PGM™ Template OneTouch 200 Kit v2 (Life Technologies). Ion sphere particles (ISP) were 

enriched using the E/S module. Resultant live ISPs were loaded and sequenced on an Ion 316 chip (22 
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patients) or Ion 318 chip (36 patients; Life Technologies). Samples from the training group were all 

studied on Ion 316 chip whereas samples from the test group were studied either on Ion 316 chips (6 

separate runs) or on two Ion 318 chips. 

NGS bioinformatic analyses 

Bioinformatic analyses were performed as previously described, except for the adjusted alignment 

settings (2). Briefly, for each patient an initial analysis was performed using the NextGENe
®
 software 

(SoftGenetics, State College, PA, USA): the FASTA files were aligned against the hg19 reference 

genome using either default or adjusted alignment settings (default settings except for an activation of 

the “detect large in-del”, a deactivation of the “hide unmatched ends” functionalities, a decrease of the 

in-dels mutation percentage to 15% and a homopolymer in-del balance frequency set at 20%). After 

alignment, variation and expression reports were created on NextGENe
®
. Variations identified in less 

than 3 patients or recurrent variations identified as different in terms of homogeneity in the chip (2 

standard deviations) were selected using the concatenate function of Excel (Microsoft, Albuquerque, 

NM, USA) (concatenation of “Mutation Call” and “chromosome position” columns) (2).  

 

Droplet digital PCR 

QX200ddPCR EVAGREEN Supermix (10 μL) and 5 μL sample DNA (5 ng) were used, with the 

primer concentrations (100 nM final). After droplet generation, 40 μL of the generated droplet 

emulsion was transferred to a new 96-well PCR plate (Eppendorf) and amplified in a T100™ Thermal 

Cycler (Bio-Rad). The amplification conditions were 5 min DNA polymerase activation at 95°C, 

followed by 40 cycles of a two-step thermal profile of 30 s at 95°C for denaturation, and 105 s at 58°C 

for annealing and extension, followed by a final hold of 5 min at 4°C then 5 min at 90°C for droplet 

stabilization and cooling to 12°C. The temperature ramp rate was set to 2.5°C/s, and the lid was heated 

to 105°C, according to the Bio-Rad recommendations. After the thermal cycling, the plates were 

transferred to a droplet reader (Bio-Rad). The DNA was detected and quantified using the QX200™ 

Droplet Digital™ PCR system (Bio-Rad, Pleasanton, CA, USA). The software package provided with 

the ddPCR system (QuantaSoft 1.3.2.0, Bio-Rad) was used for data acquisition. 
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Minigene splicing reporter assay 

Minigene splicing reporter assay was performed as previously described (3,4) using a 922 bp APOB 

fragment (the 182 bp of intron 21, 176 bp of exon 22, 109 bp of intron 22, 188 bp of exon 23 and 268 

bp of intron 24)  amplified from the patient’s DNA 
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Supplementary data for results of method validation 

Sequencing data 

Sequencing statistics are summarized in supplemental table 1. Both Ion316 and Ion318 chips could be 

used to perform these analyses. The expected in silico coverage was 97.5% (manufacturer data). The 

AmpliSeq custom panel allowed us to explore 106/129 amplicons designed for previous methods 

(supplemental figure 1) with a read depth >30X, corresponding to 95.1% of targeted regions. The most 

poorly covered regions were located in genes involved in HTG (84.9% vs. 97.5%, p<0.001), probably 

due to a high GC content. Cumulated missed regions corresponded to 1473 bp (read depth >30X) of 

target regions (coding exons ± 20 bp; supplemental table 2 and supplemental figure 2).  

Mutation identification in the training group 

Overall, we expected to identify 15 different substitutions and 56 different in-dels (from 1 to 22 bp) in 

the covered regions (supplemental table 3), 12 of them being located in homopolymer regions, known 

challenging regions for Ion Torrent strategy. Default alignment settings led to identification of all 

substitutions. However one of them, the c.526G>A in PCSK9, had an incorrect calling 

(c.525_526insG; c.[526G>A]+[=]). Among these substitutions, the rs5742904 (c.10580G>A, 

p.Arg3527Gln) recurrent variation in APOB was tested once and identified. On the 56 expected in-

dels, the c.350_372dup in LDLR, and the c.741_745del in APOB were not identified by NGS using 

default alignment settings. In addition, 9 of the 54 in-dels found were incorrectly called (supplemental 

table 3). Using adjusted alignment settings, all the gene variations previously identified with default 

settings as well as all the missing in-dels were detected, leading to an analytical sensitivity of 100%. 

Mutation reports provided by NextGENe
®
 led to the identification of a mean ± SD of 101 ± 22 gene 

variations per patient. A mean ± SD of 89.3 ± 5.0% of the variants were present in more than 3 

patients and were automatically discarded. On average, there was a mean ± SD of 2.1 ± 2.5 variations 

per patient (range: 0 to 10) corresponded to false positive in-del calls when concatenation was made 

intra-assay: it was decreased to a mean ± SD of 0.2 ± 0.5 (range: 0 to 2) using an inter-assay 

concatenation. By this way the percentage of patients with false positive in-del calls decreased from 
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62% to 15%. Using this strategy, no previously identified pathogenic variation was rejected. The 5 

CNV previously identified using MLPA in LDLR in FH patients were successfully found using our 

pipeline (supplemental table 4).  
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Supplemental Table 1. Summary of data of sequencing statistics in our custom AmpliSeq panel 

 316-chip 318-chip 

n 11 2 

Number of samples per chip 22 36 

Total sequenced reads 3 352 011 ±886 451 6 243 932 

Total sequenced bases (Mb) 469 ± 139 882 

Mean read length (bp) 139 ± 6 141 

Total alignment base (Mb) 457 ± 135 860 

Aligned reads ≥ mapQ20 (Mb) 413 ± 136 759 

Variables are presented as mean ± standard deviation if n> 2 
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Supplemental Table 2. Uncovered amplicons in our custom Ampliseq panel 

Gene Indication NM number Exons with 

depth below 

30 reads 

(<30X) 

Position Total number of 

nucleotids with 

depth below 30 

reads (<30X) 

% of 

coverage 

(depth>30X) 

LDLR FH NM_000527.4 14 c.1998-20_1998-14 7 

7 

99.8 

PCSK9 FH, FHBL NM_174936.3 1  

6 

c.206_207+10 

c.987_996+20 

12 

30 

42 

98.3 

APOB FH, FHBL NM_000384.2 1 

26 

c.-20_82+20 

c.6470_6494 

122 

25 

147 

99.0 

ANGPTL3 FHBL NM_014495.3 1 

3 

5 

c.449_495+20 

c.721+2_721+20 

c.686_931+20 

67 

17 

266 

350 

78.4 

APOA5 HTG NM_001166598.1 2 

4 

c.31 

c.395_508  

c.701_877 

1 

114 

177 

292 

75.8 

LPL HTG NM_000237.2 1 

4 

-20_88+22 

c.430-20_438 

128 

29 

157 

90.6 

GPIHBP1 HTG NM_178172.5 4 

3’UTR 

c.440_555+20 

c.*1_*50 

 

136 

50 

186 

74.3 

APOC2 HTG NM_000483.4 3 c.216-20_ 223 28 

28 

93.3 

LMF1 HTG NM_022773.2 1 

3 

6 

11 

c.1_9 

c.504-20_514+20 

c.730-20_803 

c.1530-20_1619 

9 

51 

94 

110 

264 

87.4 

CREB3L3 HTG NM_032607.2 3 

4 

6 

8 

10 

c.377_457+20 

c.572_576+20 

c.793_821+20 

c.891-20_975+20 

c.1073-20_1185 

101 

25 

49 

125 

133 

433 

75.2 

Uncovered regions: include only coding exons ± 20 bp except for GPIHBP1 (addition of the 50 first 
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bases of the 3’UTR). FH: familial hypercholesterolemia; FHBL: familial hypobetalipoproteinemia; 

HTG: hypertriglyceridemia. In bold: total of nucleotides with depth below 30 read per gene. 
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Supplemental Table 3. List of previously identified variations in the training group 

 

Indication Gene Exon/intron Nucleotide change Effect on protein 
n 

carrier 

FH APOB 26 c.10580G>A p.(Arg3527Gln) 1 

FH LDLR 2 c.81C>A p.(Cys27*) 1 

  
2 c.178del p.(Gln60Argfs*146) 1 

  
3 c.274C>G

b
 p.(Gln92Glu) 1 

  
3 c.313+1G>C p.?  (splice site) 1 

  
4 c.350_372dup p.(Gln125Thrfs*89) 1 

  
4 c.518del p.(Cys173Serfs*33) 1 

  
4 c.609del p.(Cys204Alafs*2) 1 

  
4 c.617del p.(Ser206Metfs*59) 1 

  
4 c.646del p.(Cys216Valfs*49) 1 

  
4 c.654_655del

c
 p.(Gly219Profs*8) 1 

  
4 c.680_682delins14

d
 p.(Asp227Alafs*42) 1 

  
4 c.682G>T p.(Glu228*) 1 

  
4 c.683_684insAATCTGAC

d
 p.(Glu228_Glu229insIle*) 1 

  
4 c.693_694+20del

d
 p.(Ala232Cysfs*7) 1 

  
7 c.1031del p.(Phe344Serfs*26) 1 

  
9 c.1244_1245del p.(Asp415Alafs*25) 1 

  
9 c.1285G>A p.(Val429Met) 1 

  
10 c.1374_1375del p.(Arg458Serfs*8) 1 

  
10 c.1478_1479del p.(Ser493Cysfs*42) 1 

  
10 c.1529del p.(Thr510Serfs*38) 1 

  
11 c.1629_1652del

d
 p.(Lys543_Asp551delinsAsn) 1 

  
12 c.1718del p.(Gly573Alafs*92) 1 

  
12 c.1730_1738del p.(Trp577_Asp579del) 1 

  
12 c.1738_1739insTGT p.(Asp579_Ser580insLeu) 1 

  
12 c.1752del p.(Ile585Serfs*80) 1 

  
12 c.1829_1831del

c
 p.(Ser610del) 1 

  
13 c.1871_1873del p.(Ile624del) 2 

  
13 c.1961_1965dup p.(His656Serfs*11) 1 

  
14 c.2013_2014del

d
 p.(Leu672Glufs*44) 1 

  
14 c.2030_2042del p.(Cys677Serfs*28) 1 

  
14 c.2085_2103del p.(Ala697Cysfs*6) 1 

  
15 c.2187_2197del

d
 p.(Lys730Hisfs*48) 1 

  
17 c.2416del

c
 p.(Val806Serfs*123) 1 

  
17 c.2416dup

c
 p.(Val806Glyfs*11) 1 

  
17 c.2447_2450dup

d
 p.(Asn817Lysfs*9) 2 

FH PCSK9 1 c.63_65del
b
 p.(Leu23del) 1 

  
1 c.137G>T

b
 p.(Arg46Leu) 1 

  
4 c.526G>A p.(Gly176Arg) 1 

FHBL ANGPTL3 1 c.363_367del p.(Asn121Lysfs*3) 1 
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Indication Gene Exon/intron Nucleotide change Effect on protein 
n 

carrier 

FHBL APOB 6 c.614del p.(Thr205Metfs*27) 1 

  7 c.741_745del p.(Thr248Glyfs*3) 1 

  14 c.1999del p.(Leu667Phefs*7) 1 

  15 c.2115del
c
 p.(Phe705Leufs*30) 1 

  21 c.3264_3267del p.(Ser1089Thrfs*21) 1 

  23 c.3565del
c
 p.(Met1189*) 1 

  23 c.3634C>A
b
 p.(Leu1212Met) 1 

  23 c.3656_3661del
d
 p.(Thr1219_Asp1220del) 1 

  26 c.4375A>G p.(Ser1459Gly) 1 

  26 c.4715_4716del p.(Ser1572*)a 1 

  26 c.5263_5266del p.(Asn1755Valfs*2) 1 

  26 c.5347del
c
 p.(Thr1783Leufs*12) 1 

  26 c.6286_6287del p.(Gln2096Glufs*9) 1 

  26 c.6639_6641del
b
 p.(Asp2213del) 1 

  26 c.7387del p.(Ala2463Leufs*4) 1 

  26 c.8544del p.(Asn2848Lysfs*26) 1 

  26 c.8555del p.(Gly2852Glufs*22) 1 

  26 c.9618dup p.(His3207Alafs*3) 1 

  26 c.10453del
c
 p.(Ser3485Alafs*37) 1 

  29 c.12116T>G p.(Phe4039Cys) 1 

HTG APOA5 3 c.295_297del
c
 p.(Glu99del) 1 

  4 c.327dup
c,d

 p.(Tyr110Leufs*158) 1 

  4 c.427del p.(Arg143Alafs*57) 2 

  4 c.614_624del p.(His205Profs*59) 1 

  4 c.654del
c
 p.(Ala219Profs*78) 2 

HTG LPL 3 c.272G>A p.(Trp91*) 1 

  4 c.438del
c
 p.(Phe146Leufs*26) 1 

  4 c.542-1G>A p.?  (splice site) 1 

  5 c.590G>T p.(Arg197Leu) 1 

  5 c.596del p.(Ser199Phefs*8) 1 

  9 c.1394G>A p.(Cys465Tyr) 1 

FH: familial hypercholesterolemia; FHBL: familial hypobetalipoproteinemia; HTG: 

hypertriglyceridemia. 

LDLR: NM_000527.4; PCSK9: NM_174936.3; ANGPTL3: NM_014495.3; APOB: NM_000384.2; 

APOA5: NM_001166598.1; LPL: NM_000237.2.  

a: found at homozygous state; b: non-causative variation; c: in homopolymer or repetitive regions; d: 

incorrect calling in NGS strategy. 
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Supplemental Table 4. List of previously identified CNV in LDLR in the training group 

Exons 

 

Nucleotide change 

Predicted protein if 

recombination 

between Alu not affecting splice 

site 

1, 2, 3,4, 5, 6  c.(?_-1)_(940+1_941-1)del no protein 

5  c.(694+1_695-1)_(817+1_818-1)del p.(Ala232_Asn272del) 

7, 8  c.(940+1_941-1)_(1186+1_1187-1)del p.(Thr315_Gly396del) 

11, 12  c.(1586+1_1587-1)_(1845+1_1846-1)del p.(Phe530Thrfs*49) 

15, 16, 17, 18  c.(2140+1_2141-1)_(*1?)del p.(Glu714_Ala860delins13) 

LDLR: NM_000527.4 
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Supplemental Table 5. Complete list of variations previously identified in the study group 

Indication Gene 
Exon/ 

intron 

Systematic name 

(DNA level) 

Trivial name 

(protein effect) 

n 

 carrier 
rs 

ExAC 

frequency 

(All, %) 

SIFT PolyPhen 
Mutation 

Taster 
ClinVar Ref 

ACMG 

Interpretation 

 

FH APOB 15 c.2188G>A p.(Val730Ile)
n
 1 rs12691202 2.50% D POSDA Poly Benign to VUS (5,6)  Benign 

FH APOB 21 c.3220G>A p.(Gly1074Arg)
n
 1 rs72653074 0.0025% D PRODA DC NA (7) VUS  

FH APOB 22 c.3383G>A p.(Arg1128His) 1 rs12713843 0.37% D B DC VUS (8) Benign 

FH APOB 22 c.3427C>T p.(Pro1143Ser) 2 rs72653077 0.14% T B Poly Likely benign to VUS (9) VUS 

FH APOB 23 c.3679G>A p.(Gly1227Ser)
f
 1 NA NA T POSDA DC NA NA VUS 

FH APOB 26 c.4733A>G p.(Tyr1578Cys)
o
 1 rs376571830 0.00042% D PRODA Poly NA NA VUS 

FH APOB 26 c.5741A>G p.(Asn1914Ser)
j, q, u

 3 rs1801699 2.01% D POSDA Poly 
Begnin to likely 

benign 
(5) Benign 

FH/FHBL APOB 26 c.5768A>G p.(His1923Arg) 3 rs533617 3.12% D PRODA Poly Benign to VUS (10) Benign 

FH/FHBL APOB 26 c.6895G>C p.(Asp2299His)
h, p

 3 rs12713681 0.16% D PRODA DC Benign VUS NA VUS 

FH APOB 26 c.7336G>A p.(Val2446Met) 1 rs777259835 0.0049% T B Poly NA NA VUS 

FH APOB 26 c.7696 G>A p.(Glu2566Lys)
b,r

 5 rs1801696 0.27% D B Poly Benign to VUS (11,12) VUS 

FH APOB 26 c.9242G>C p.(Ser3081Thr) 1 rs72653100 0.098% T B Poly NA NA VUS 

FH APOB 26 c.9727C>T p.(Pro3243Ser) 1 rs372260836 0.00083% T POSDA DC NA NA VUS 

FH APOB 26 c.9835A>G p.(Ser3279Gly) 1 rs12720854 0.44% T PRODA Poly Benign to VUS (7) Benign 

FH APOB 26 c.9880 T>C p.(Ser3294Pro) 1 rs12720855 0.48% D POSDA DC Benign to VUS NA Likely Benign 

FH APOB 26 c.10114T>G p.(Ser3372Ala) 1 rs138850232 0.0017% T PRODA DC NA NA VUS 

FH APOB 26 c.10294 C>G p.(Gln3432Glu)
o
 1 rs1042023 0.76% T POSDA Poly 

Begnin to likely 

benign 
(5) VUS 

FH APOB 26 c.10580G>A p.(Arg3527Gln)
b
 4 rs5742904 0.023% D PRODA DC VUS to pathogenic 

(13,14) 

 
Pathogenic 

FH APOB 26 c.10672C>T p.(Arg3558Cys) 1 rs12713559 0.035% D PRODA DC VUS to pathogenic (15–17) VUS 
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Indication Gene 
Exon/ 

intron 

Systematic name 

(DNA level) 

Trivial name 

(protein effect) 

n 

 carrier 
rs 

ExAC 

frequency 

(All, %) 

SIFT PolyPhen 
Mutation 

Taster 
ClinVar Ref 

ACMG 

Interpretation 

 

FH APOB 26 c.10740C>G p.(Asn3580Lys)
g
 1 rs150312765 0.0058% T B Poly Pathogenic NA Likely benign 

FH APOB 26 c.10913G>A p.(Arg3638Gln) 1 rs1801701 6.89% T B Poly 
Likely benign to 

benign 
LOVD Benign 

FH APOB 26 c.11138A>C p.(Asn3713Thr)
t
 1 NA 0.00041% D POSDA Poly NA NA VUS 

FH APOB 29 c.12116T>G p.(Phe4039Cys)
f
 1 rs765643246 0.0017% D POSDA Poly NA NA VUS 

FH APOB 29 c.12382G>A p.(Val4128Met) 1 rs1801703 0.59% T B Poly Benign to VUS NA Likely benign 

FH APOB 29 c.12794T>C p.(Val4265Ala) 1 rs61743502 0.51% D B Poly Benign (9) Benign 

FH LDLR 2 c.81C>G p.(Cys27Trp) 1 rs2228671 0.0017% D PRODA DC 
Likely benign to 

pathogenic 
(18,19) 

Likely 

pathogenic 

FH LDLR 2 c.185C>G p.(Thr62Arg) 1 NA NA D PRODA DC Likely pathogenic NA 
Likely 

pathogenic 

FH LDLR 3 c.241C>T p.(Arg81Cys) 1 rs730882078 0.00082% D PRODA DC 
VUS to likely 

pathogenic 
(18,20) VUS 

FH LDLR 3 c.267C>G p.(Cys89Trp) 1 NA NA D PRODA DC Likely pathogenic (18) 
Likely 

pathogenic 

FH LDLR 3 c.301G>A p.(Glu101Lys)
u
 1 rs144172724 0.00082 D PRODA DC 

Likely pathogenic to 

pathogenic 
(18) 

Likely 

pathogenic 

FH LDLR 4 c.337G>T p.(Glu113*) 1 NA 0.0000041% NA NA NA 
Likely pathogenic to 

pathogenic 
(18,19) Pathogenic 

FH LDLR 4 c.427T>G p.(Cys143Gly) 1 NA NA D PRODA DC 
Likely pathogenic to 

pathogenic 
(21) 

Likely 

pathogenic 

FH LDLR 4 c.542C>G p.(Pro181Arg)k 1 rs557344672 0.0024% D PRODA DC 
Likely Benign to 

likely pathogenic 
(18,20) Likely benign 

FH LDLR 4 c.662A>G p.(Asp221Gly)
r
 1 rs373822756 0.0053% D PRODA DC 

Likely pathogenic to 

pathogenic 
(20,22,23) Pathogenic 

FH LDLR 4 c.682G>T p.(Glu228*)
k
 1 rs121908029 0.00082% NA NA NA 

Likely pathogenic to 

pathogenic 
(18,19) Pathogenic 
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Indication Gene 
Exon/ 

intron 

Systematic name 

(DNA level) 

Trivial name 

(protein effect) 

n 

 carrier 
rs 

ExAC 

frequency 

(All, %) 

SIFT PolyPhen 
Mutation 

Taster 
ClinVar Ref 

ACMG 

Interpretation 

 

FH LDLR 6 c.829 G>A p.(Glu277Lys)
d
 1 rs148698650 0.050% T B DC Benign to pathogenic (18,24) Benign 

FH LDLR 6 c.940+2T>G p.?
f
 1 NA NA NA NA NA Pathogenic NA Pathogenic 

FH LDLR 6 c.940+9C>T p.?
w

 1 rs17242906 0.22% NA NA NA Likely benign NA Likely benign 

FH LDLR 7 c.941-4G>A p.?
w

 1 rs116405216 0.24% NA NA NA 
Likely Benign to 

likely pathogenic 
(18) Likely benign 

FH LDLR 7 c.974G>T p.(Cys325Phe) 1 NA NA D PRODA DC NA (25) 
Likely 

pathogenic 

FH LDLR 7 c.1027G>A p.(Gly343Ser) 2 rs730882096 0.0025% D PRODA DC VUS to pathogenic (16–18) 
Likely 

pathogenic 

FH LDLR 8 c.1061-8T>C p.?
s
 1 rs72658861 0.64% NA NA NA 

Benign to likely 

pathogenic 
(18,26) Benign 

FH LDLR 8 c.1118G>A p.(Gly373Asp) 1 NA NA D PRODA DC 
Likely pathogenic to 

pathogenic 
(18,27) 

Likely 

pathogenic 

FH LDLR 8 c.1124A>G p.(Tyr375Cys)
j
 1 NA NA D PRODA DC Likely pathogenic (18) 

Likely 

pathogenic 

FH LDLR 9 c.1216C>T p.(Arg406Trp) 1 rs121908043 0.0017% D PRODA DC 
Likely pathogenic to 

pathogenic 
(18) VUS 

FH LDLR 9 c.1222G>A p.(Glu408Lys) 1 rs137943601 0.00083% D PRODA DC 
Likely benign to 

pathogenic 
(18,19) 

Likely 

pathogenic 

FH LDLR 9 c.1268 T>C p.(Ile423Thr)
d
 1 NA NA D POSDA DC 

Likely pathogenic to 

pathogenic 
(18,24) Pathogenic 

FH LDLR 9 c.1301 C>A p.(Thr434Lys)
c
 1 NA 0.00041% T PRODA Poly Likely benign (18) VUS 

FH LDLR 9 c.1329 G>C p.(Trp443Cys)
q
 2 NA NA D PRODA DC 

Likely pathogenic to 

pathogenic 
(18,19) Pathogenic 

FH LDLR 9 c.1359-1G>A p.? 1 rs139617694 NA NA NA NA 
Likely pathogenic to 

pathogenic 
(18) Pathogenic 

FH LDLR 10 c.1414G>A p.(Asp472Asn)
h
 1 NA NA T B Poly NA NA 

Likely 

pathogenic 
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Indication Gene 
Exon/ 

intron 

Systematic name 

(DNA level) 

Trivial name 

(protein effect) 

n 

 carrier 
rs 

ExAC 

frequency 

(All, %) 

SIFT PolyPhen 
Mutation 

Taster 
ClinVar Ref 

ACMG 

Interpretation 

 

FH LDLR 10 c.1444G>A p.(Asp482Asn) 1 rs139624145 0.0041% D PRODA DC VUS to pathogenic (18) Pathogenic 

FH LDLR 10 c.1519A>G p.(Lys507Glu) 1 NA NA T POSDA DC VUS (21) VUS 

FH LDLR 10 c.1529del p.(Thr510Serfs*38)
g
 2 NA NA NA NA NA Pathogenic NA Pathogenic 

FH LDLR 10 c.1567G>A p.(Val523Met)
c
 1 rs28942080 0.0012% D PRODA DC 

Likely pathogenic to 

pathogenic 
(18) Pathogenic 

FH LDLR 10 c.1586+5G>A p.?
t
 1 rs781362878 0.0034% NA NA NA 

VUS to likely 

pathogenic 
(28) Pathogenic 

FH LDLR 11 c.1618G>A p.(Ala540Thr) 1 rs769370816 0.00081% T PRODA DC 
Likely pathogenic to 

pathogenic 
(18) VUS 

FH LDLR 12 c.1820_1822dup p.(His607dup)
m

 1 NA NA NA NA NA NA NA 
Likely 

pathogenic 

FH LDLR 12 c. 1829_1831del p.(Ser610del) 1 NA NA NA NA NA NA (21) 
Likely 

pathogenic 

FH LDLR 13 c.1957G>T p.(Val653Phe) 1 NA NA T POSDA DC 
VUS to likely 

pathogenic 
(18) 

Likely 

pathogenic 

FH LDLR 14 c.2054C>T p.(Pro685Leu) 1 rs28942084 0.0028% D PRODA DC 
Likely pathogenic to 

pathogenic 
(18,20) Pathogenic 

FH LDLR 14 c.2087G>C p.(Cys696Ser) 1 NA NA D PRODA DC NA NA 
Likely 

pathogenic 

FH LDLR 14 c.2140G>T p.(Glu714*) 2 NA 0.00082% NA NA NA 
Likely pathogenic to 

pathogenic 
(18) Pathogenic 

FH LDLR 15 c.2177C>T p.(Thr726Ile)
s
 1 rs45508991 0.63% D B Poly Benign to VUS (18,20) Benign 

FH LDLR 17 c.2416dup p.(Val806Glyfs*11) 1 rs773618064 0.0024% NA NA NA VUS to pathogenic (18,29) Pathogenic 

FH LDLR  9 -10 

c.(1186+1_1187-

1)_(1586+1_1587-

1)del 

p.(Gly396Alafs*19) 1 NA NA NA NA NA NA NA Pathogenic 

FH LDLR 2 - 5 
c.(67+1_68-

1)_(817+1_818-1)del  
p.(Gly24_Val273del) 2 NA NA NA NA NA NA NA Pathogenic 
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Indication Gene 
Exon/ 

intron 

Systematic name 

(DNA level) 

Trivial name 

(protein effect) 

n 

 carrier 
rs 

ExAC 

frequency 

(All, %) 

SIFT PolyPhen 
Mutation 

Taster 
ClinVar Ref 

ACMG 

Interpretation 

 

FH PCSK9 2 c.384C>T p.(=)
m

 1 rs72646503 0.012% NA NA NA NA NA Likely benign 

FH PCSK9 5 c.753C>T p.(=) 1 rs28385710 0.41% NA NA NA 
Likely Benign to 

benign 
NA Likely benign 

FH PCSK9 9 c.1394C>T p.(Ser465Leu)
s
 1 ND 0.0024% T PRODA Poly VUS  pathogenic NA VUS 

FHBL ANGPTL3 1 c.228C>G p.(Asn76Lys)
a
 1 rs149086653 0.18% T PRODA DC NA NA VUS 

FHBL ANGPTL3 1 c.286_288del p.(Glu96del)
x
 1 rs537365761 0.013% NA NA NA NA (30) 

Likely 

pathogenic 

FHBL ANGPTL3 1 c.379C>T p.(Leu127Phe)
y
 1 rs72649573 0.70% D POSDA DC Likely benign NA VUS 

FHBL APOB 5 c.433C>T p.(Pro145Ser)
a
 2 rs6752026 1.13% D PRODA Poly 

Benign to likely 

benign 
NA Likely benign 

FHBL APOB 14 c.1920C>A p.(Tyr640*)
x
 1 NA NA NA NA NA NA NA Pathogenic 

FHBL APOB 15 c.2222C>A p.(Thr741Asn)
a
 1 rs12714192 0.57% D B Poly Likely benign to VUS NA Benign 

FHBL APOB 22 c.3365del p.(Gly1122Valfs*63)
v
 1 NA NA NA NA NA NA NA Pathogenic 

FHBL APOB 23 c.3634C>A Leu1212Meta 1 rs61736761 0.76% D PRODA Poly Benign to VUS NA Benign 

FHBL APOB 26 c.6316C>T p.(Gln2106*) 1 NA NA NA NA NA NA NA Pathogenic 

FHBL APOB 26 c.7537C>T p.(Arg2513*)e 1 NA 0.00082% NA NA NA NA (31) Pathogenic 

FHBL APOB 26 c.10848del p.(Gly3617Alafs*6) 1 NA 0.00081% NA NA NA NA NA Pathogenic 

FHBL APOB 26 c.11401T>A p.(Ser3801Thr)
y
 1 rs12713540 0.10% T POSDA Poly Likely benign to VUS NA VUS 

FHBL APOB 29 c.12699G>A 

p.(=) 

p.Ser4233Ser
e
 

1 rs56675344 0.051% NA NA NA NA NA Likely benign 

FHBL LDLR 5 c.806G>A p.(Gly269Asp)
v
 1 rs143992984 0.019% T B DC Likely benign to VUS (18,20) Likely benign 

FHBL PCSK9 1 c.137G>T p.(Arg46Leu)
p
 1 rs11591147 1.2% T B Poly Benign to VUS (32,33) 

Begnign, 

association 

HTG APOA5 3 c.56C>G  p.(Ser19Trp) 5  rs3135506 7,9% D PRODA Poly Risk factor  (34) Risk factor  
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Indication Gene 
Exon/ 

intron 

Systematic name 

(DNA level) 

Trivial name 

(protein effect) 

n 

 carrier 
rs 

ExAC 

frequency 

(All, %) 

SIFT PolyPhen 
Mutation 

Taster 
ClinVar Ref 

ACMG 

Interpretation 

 

HTG APOA5 4 c.887T>G p.(Ile296Arg) 1 rs761343549 0.0037% D PRODA DC NA NA VUS 

HTG LPL 5  c.642A>C  p.(Arg214Ser) 1 NA NA D PRODA DC NA NA 
Likely 

pathogenic  

HTG LPL 6 c.829G>A p.(Asp277Asn) 1 rs118204068 0.00082% T POSDA DC Pathogenic  (35,36) Pathogenic 

HTG LPL 3-7  

c.(249+1_250-

1)_(1139+1_1140-

1)del  

p.(Val84Alafs*2)  1  NA NA  NA  NA  NA  NA  NA  Pathogenic 

FH: familial hypercholesterolemia; FHBL: familial hypobetalipoproteinemia; HTG: hypertriglyceridemia. 

B: Benign; D: deleterious; DC: Disease causing; NA: not applicable; Poly: polymorphism; POSDA: possibly damaging; PRODA: probably damaging; T: 

tolerated; VUS: variant of unknown significance. 

LDLR: NM_000527.4; PCSK9: NM_174936.3; ANGPTL3: NM_014495.3; APOB: NM_000384.2; APOA5: NM_001166598.1; LPL: NM_000237.2 

Letters a to y indicates variations that have been identified in same patient (one letter per patient except for b, n=4). 
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Supplemental Data Figure 1. Previous sequential strategy for molecular diagnosis of primary 

dyslipidemia in our lab 

a
coding exons and promoter region  

b
coding exons 

To progress to the next level, clinical arguments were mandatory. For FH, second line exploration was 

performed in case of DLNC score above 5.  
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Supplemental Data Figure 2. Illustration of the sum coverage obtained using DeCovA for LDLR 

(A), APOB (B), PCSK9 (C), ANGPTL3 (D), APOA5 (E), LPL (F), GPIHBP1 (G), APOC2 (H) and 

LMF1 (I)  

The vertical axis shows the number of patients with a coverage ≥30× (yellow), 10× (orange), and 5× 

(red). The horizontal axis shows the different exons (large blue rectangles), and UTR regions (thin 

blue rectangles) for the corresponding isoforms, and the unfilled rectangles stand for target regions 

from bed file. Sum coverage were obtained with 22 samples. 
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Supplemental Data Figure 3. Family with both hypercholesterolemia and hypobetalipoproteinemia. 
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A. Pedigree. 

The proband is indicated by a black arrow, squares indicate male subjects and circles female subjects. The column of 4 values next to each symbol 

indicates, from top to bottom: age expressed in years, total cholesterol (TC), LDL cholesterol (LDLc) expressed in mmol/L and apolipoprotein B 

(apoB) expressed in g/L.  

B. Size separation of RT-PCR products as determined by 2% agarose gel electrophoresis during 5h. 

M: molecular weight marker. Lanes 1, 2 and 3: normal minigene. Lanes 4, 5 and 6: mutant (c.3679G >A) minigene 

Transfection of the wild-type minigene into HeLa cells produced, as expected, a 610 bp fragment (lanes 1, 2 and 3). In contrast, transfection of the 

mutant c.3679G>A minigene produced two different RT-PCR fragments: a large amount of a fragment of a normal size (610 bp) and a small amount 

of a smaller fragment (lanes 4, 5 and 6).  

C. Sequence of the RT-PCR products. 

The sequence of 610 bp PCR product includes exons 22 and 23 of APOB, whereas the other product missed 21 bp of exon 23. This result shows a 

partial effect on splicing leading to an in-frame deletion of 21 bp and consequently 7 residues (Val1226 to Val1232). 
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Supplemental Data Figure 4. Pedigree of family with Marfan syndrome and persistent low 

LDLc.  

Squares indicate male subjects and circles female subjects. The column of 5 values next to each 

symbol indicates, from bottom to top: age expressed in years, total cholesterol (TC), triglycerides 

(TG), LDL cholesterol (LDLc) expressed in mmol/L and apolipoprotein B (apoB) expressed in g/L. 
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ETUDE D’UNE COHORTE DE PATIENTS PRESENTANT UN SYNDROME DE 

CHYLOMICRONEMIE MULTIFACTORIELLE 

 

Cette étude avait pour but d’explorer phénotypiquement 62 patients présentant 

un MCS et chez lesquels, les gènes classiquement impliqués dans les HTG sévères 

avaient été explorés. Par ailleurs, cette étude a confirmé qu’un tiers des patients MCS ne 

présentent aucun variant (rare ou fréquent) sur les gènes classiquement étudiés dans 

les HTG, et que certains variants fréquents étaient surreprésentés dans des proportions 

équivalentes à ce qui avait été observé dans d’autres cohortes européennes 

(99,319,324). Les résultats de cette étude confirment également que les 6 patients 

porteurs d’un variant hétérozygote APOA5 n’avaient pas de diminution permanente de 

l’activité LPL lorsqu’ils étaient explorés à distance de leur décompensation  

(142,143,145,146,405,406). L’effet stimulateur in-vitro de l’ApoA-V sur l’activité LPL est 

un sujet de controverse (129,137,138), probablement lié aux concentrations très 

importantes et variables utilisées d’ApoA-V et aux écarts entre un modèle expérimental 

et la physiologie (305). Ainsi, des variants additionnels pourraient être nécessaires pour 

observer une diminution de l’activité LPL chez les porteurs de variants délétères d’ 

APOA5 (77,407) 

 

 

Intérêt diagnostic de la détermination de la concentration en LPL 

 

Notre étude a mis en évidence une diminution de la concentration en LPL pré-

héparinique d’environ 50 % comparée à une population témoin. En dehors de 

population FCS, peu de données de la littérature sont disponibles sur la concentration 

pré-héparinique en LPL. Watanabe et al. ont montré que la concentration pré-

héparinique était significativement plus basse chez des patients présentant une HTG 

modérée (Type IV de la classification de Frederickson) comparée aux témoins : le 

pourcentage de baisse n’est pas explicitement précisé dans l’article mais la 

concentration semble diminuée de 30% d’après une figure (408). Coca-Prieto et al. ont 

rapporté les concentrations pré-hépariniques de sujets HTG sévères, ayant présenté ou 

non une pancréatite aiguë : les valeurs obtenues sont comparables à celles de notre 
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étude (de l’ordre d’une vingtaine de ng/mL) (409). Cependant, l’absence de 

détermination chez des sujets témoins et la différence dans le protocole d’injection 

d’héparine rend la comparaison difficile. 

 

Cette diminution semble peu spécifique puisque 32% des patients MCS 

présentent une concentration comprise dans l’intervalle de référence et qu’inversement 

3 sujets contrôles ont une concentration inférieure à l’intervalle de référence. Il existe 

donc une « zone grise » importante de recouvrement entre les concentrations des 

patients MCS et des sujets témoins, comme l’avait suggéré l’étude de Kern et al. (349). 

Plusieurs études ont montré une variation de la concentration LPL pré-héparinique dans 

d’autres conditions physiopathologiques pouvant expliquer ce manque de spécificité 

(410,411). En effet, Miyashita et al. ont montré une diminution d’environ 30% chez les 

sujets diabétiques comparée à des sujets contrôles (412) et Saiki et al. ont montré une 

diminution du même ordre chez les patients présentant un IMC >25 kg/m2 (413). Il a 

également été montré que cette concentration était corrélée à d’autres marqueurs 

métaboliques tels que l’HbA1c (négativement) (410), l’adiponectine (positivement) 

(413) et la CRP (négativement) (411).  

 

Conformément à la littérature, nous avons observé une corrélation positive entre 

la concentration et l’activité post-héparinique (r2=0.86, p<0.001 et r2=0.68,p<0.001 pour 

les groupes avec une LPL normale et diminuée respectivement, 60 minutes après 

injection d’héparine) (408,411,414), ainsi dans la majorité des cas, il n’est pas utile de 

déterminer la concentration en LPL post-héparinique en plus de l’activité. Cependant, la 

détermination concomitante de l’activité et de la concentration post-héparinique de la 

LPL permet de déterminer l’activité spécifique de l’enzyme (415). La détermination de 

l’activité spécifique peut constituer une aide à la caractérisation des déficits en LPL et 

implicitement à la caractérisation des variants LPL, en particulier les variants faux-sens 

(348,415), en différenciant les déficits quantitatifs des déficits qualitatifs, voire 

permettre d’identifier des déficits de liaison à l’héparine lorsque la concentration pré-

héparinique est également déterminée (348). La détermination de l’activité spécifique 

de la LPL chez les sujets MCS de notre cohorte n’a pas permis de mettre en évidence de 

différence significative 10 minutes après l’injection d’héparine que ce soit en 

comparaison aux sujets contrôles ou des groupes entre eux (non présenté dans l’article : 
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p>0,05 pour chaque comparaison, avec n=29 pour les sujets contrôles, n=11 pour le 

groupe MCS avec activité LPL normale 60 minutes après injection d’héparine et n=26 

pour le groupe MCS avec activité LPL diminuée 60 minutes après injection d’héparine). 

 

Une étude spécifique sur les performances diagnostiques de la détermination de 

la concentration et de l’activité LPL pour le diagnostic différentiel des FCS et MCS est 

nécessaire et est en cours au laboratoire. 

 

 

Intérêt diagnostic de la détermination de l’activité LPL 60 minutes après 

l’injection d’héparine. 

 

A côté de l’exploration génétique, la détermination de l’activité LPL 10 à 15 

minutes après l’injection d’héparine reste le test de référence pour l’exploration des 

HTG sévères, bien que son intérêt soit débattu (75,300). Nous confirmons dans cette 

cohorte, que le déficit en LPL est rare chez les patients MCS puisque la majorité des 

patients ont une activité LPL dans l’intervalle de référence (99,149). De manière 

paradoxale, nous avons mis en évidence une augmentation de l’activité LPL chez 12/62 

patients, observation déjà faite par Coca-Prieto et al. sur une cohorte plus restreinte : le 

nombre de patients n’est pas explicitement précisé dans l’article mais semble de l’ordre 

d’une quinzaine de patients sur 55 d’après une figure (409). La détermination de 

l’activité LPL à ce temps n’est donc pas discriminante dans l’exploration des patients 

MCS. En effet, cette mesure correspond au maximum de relargage de LPL après 

l’injection d’héparine permettant un diagnostic aisé d’un déficit complet mais qui est mis 

en défaut pour mettre en évidence des variations plus subtiles.  

 

 Plusieurs arguments de la littérature ont donc motivé notre équipe à réaliser des 

activités LPL sur des temps post-hépariniques plus tardifs, jusqu’à 60 minutes.  

- Premièrement, l’injection d’héparine chez des souris KO gpihbp1-/- entraîne un 

relargage retardé de la LPL, avec un maximum atteint en 15 minutes environ contre 1 à 

3 minutes chez les souris WT (113). Trois études (114,117,119) ont ensuite été menées 

chez des patients homozygotes pour des variants délétères GPIHBP1, confirmant pour 

deux d’entre elles, une apparition lente et progressive de la LPL jusqu’à 60 minutes 
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après injection d’un bolus (119) et 360 minutes d’infusion d’héparine (114), mais qui 

reste bien inférieure aux sujets contrôles.  

- Deuxièmement, Brunzell et al. avaient déjà montré l’intérêt de la détermination 

de l’activité LPL sur des prélèvements post-hépariniques tardifs : premièrement ils 

avaient décrit une normalisation de l’activité LPL après infusion d’héparine pendant 5 

heures chez un patient FCS (329) et dans une autre étude, ils avaient mis en évidence 

des anomalies de relargage de la LPL chez 12 patients diabétiques grâce à la 

détermination de l’activité LPL après 1 heure d’infusion d’héparine (416).  

- Enfin, plusieurs auteurs ont proposé qu’il existe deux pools de LPL : un pool lié à 

GPIHBP1 à la surface cellulaire, rapidement mobilisable après l’injection d’héparine et 

un autre probablement extra-vasculaire qui serait mobilisable de façon retardée 

(113,417,418). L’activité LPL 10 minutes après l’injection d’héparine ne pourrait ainsi 

permettre d’explorer que le premier pool contrairement aux déterminations plus 

tardives, comme cela a été également évoqué pour les concentrations faible d’héparine 

(113,419). 

 

La détermination de l’activité LPL 60 minutes après l’injection d’héparine (T60) 

dans notre cohorte a mis en évidence deux sous populations au sein des patients MCS : 

un groupe de patients présentant un défaut de liposabilité et/ou de clairance des LTRG, 

et un deuxième groupe, plus important, avec des patients présentant un défaut de 

biodisponibilité de la LPL. Le protocole d’injection d’héparine est critique puisque la 

réponse de relargage de la LPL est dose dépendante (419,420). Malheureusement, les 

protocoles d’injection d’héparine ne sont pas standardisés et varient beaucoup d’une 

étude à l’autre, par la dose d’héparine (10 à 100 UI/L), par les modalités d’injection 

(bolus ou en infusion continue) et les temps de prélèvements post-hépariniques (20 à 

360 minutes) (114,117,349,415,419–423). Il est donc très difficile de comparer nos 

observations aux données de la littérature cependant, deux études utilisent un protocole 

d’injection similaire et sont partiellement informatives du fait d’un très faible nombre de 

sujets. Kern et al. ont étudié le relargage de la LPL par Western blot chez 5 patients 

hyperchylomicronémiques et un témoin (349). Reardon et al. ont décrit pour leur part la 

cinétique de l’activité LPL chez deux patients présentant une HTG modérée mais aucun 

sujet témoin (422). Ces études ont montré que les profils de relargage différaient 
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beaucoup d’un patient à l’autre et ont observé une corrélation positive de l’activité LPL 

avec le catabolisme des VLDL (FCR).  

 

La première information importante de notre étude est que chez les témoins, 

l’activité LPL à T60 n’est pas significativement différente de celle à 10 minutes, 

suggérant une libération soutenue et prolongée de LPL. Chez les patients MCS, une 

majorité des patients présente une diminution de l’activité et de la concentration de LPL 

à T60 alors qu’un petit groupe présente une activité stable et élevée 60 minutes après 

l’injection d’héparine, comparable aux témoins. Malgré l’identification de deux 

populations, pour l’instant la détermination de l’activité à T60 ne peut constituer un test 

diagnostic car nos explorations phénotypiques et génétiques ont échoué à mettre en 

évidence le mécanisme physiopathologique sous-jacent. En revanche, nous pouvons 

établir des hypothèses différentes dans le mécanisme de développement de l’HTG 

sévère chez ces groupes de patients et en classant ces patients en fonction de ces 

hypothèses, nous pouvons : 1/ chercher de nouveaux gènes impliqués ; 2 / évaluer les 

nouvelles thérapeutiques de façon ciblée. 

 

 

Comment expliquer le développement d’une HTG sévère chez les patients ne 

présentant pas d’anomalie du relargage de la LPL. 

 

Une minorité des patients MCS présente un profil de relargage de la LPL et une 

activité LPL à T60 similaires aux sujets contrôles. De façon intéressante et paradoxale, 

ils présentent également une HTG plus sévère. Ces données suggèrent que le 

développement de cette HTG sévère est plutôt LPL-indépendant et qu’il pourrait exister 

chez ces patients des facteurs interférants avec la lipolysabilité des LRTG et/ou avec leur 

recapture hépatique. Cette hypothèse est soutenue par les profils de migration 

électrophorétique des lipoprotéines post-hépariniques : les modifications de migration 

électrophorétique induites in vivo par l’injection d’héparine persistent jusqu’à 60 

minutes et la fraction VLDL ne disparait pas. Ce groupe semble particulièrement 

intéressant pour l’identification de nouveaux mécanismes et/ou l’implication de 

nouveaux acteurs dans le développement des HTG sévères. 
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Les données de la littérature sont controversées sur la possibilité d’une altération 

de l’affinité relative de la LPL pour les LRTG. Le ratio TG/ApoB des VLDL est le principal 

facteur déterminant le Km de la LPL in vitro : plus le ratio TG/ApoB augmente et donc la 

taille des LRTG, plus l’affinité apparente de la LPL s’accroît (253,298,424). Ainsi, 

l’augmentation du ratio TG/ApoB chez ce groupe de patients est en faveur de la 

disponibilité d’un substrat affin pour la LPL et la diminution de ce ratio suite à l’injection 

d’héparine semble indiquer que les LRTG sont correctement hydrolysées.  

 

De plus, Van Barlingen et al. ont isolé des VLDL de patients présentant une 

hyperlipidémie combinée familiale ou une HTG familiale : ils ont montré qu’en utilisant 

ces VLDL comme substrat, l’activité LPL n’était pas différente in vitro, malgré une 

composition différente en lipides et apolipoprotéines. En particulier qu’il n’y avait pas 

de modification du Km et du Vmax de la LPL comparé à des VLDL de sujets sains (425). 

Cependant, les auteurs ont utilisé de la LPL bovine et non pas humaine, et en grande 

quantité (0,2 µg alors que nous utilisons des quantités de l’ordre du ng dans nos essais). 

L’éloignement de ces conditions par rapport aux conditions physiologiques pourrait 

expliquer que cette étude ait échoué à mettre en évidence une altération de 

lipolysabilité du substrat. Ensuite, des études in vitro et in vivo ont montré que l’ApoE4 

serait capable d’inhiber la LPL en diminuant la concentration d’ApoC-II à la surface des 

VLDL (190,196,426).  

 

Dans notre étude, chez ce sous-groupe particulier, il existe une surreprésentation 

de l’allèle ε4, qui n’est pas observée dans le 2ème groupe ni dans les autres cohortes de 

patients MCS (99,319,324). Pour ces raisons, nous avons envisagé de tester la 

lipolysabilité des VLDL de ces patients grâce à notre technique de mesure de l’activité 

LPL (149). Les essais préliminaires ont mis en évidence que l’activité LPL d’un pool 

contrôle était significativement plus basse avec un substrat VLDL issu de ces patients 

comparé à un pool de VLDL contrôle (données non publiées, n=6 versus n=12 ; p=0,017) 

alors qu’elle n’est pas significativement différente avec un substrat VLDL issu des 

patients du deuxième groupe (n=6 versus n=12 p=0,74) (Annexe 4). En revanche, cette 

observation n’a pas été confirmée en utilisant les activités LPL des plasmas post-

hépariniques des patients (p=0,48, n=6 pour chaque groupe également), nécessitant une 

poursuite de ces essais pour confirmer ces observations préliminaires. Enfin, en plus de 
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l’affinité stricto sensu de la LPL, il n’est pas possible d’exclure avec les méthodes 

d’évaluation in vitro classiques un défaut de la mise en place de la plateforme 

lipolytique, complexe moléculaire dont la régulation n’est toujours pas complétement 

élucidé à l’heure actuelle (63,249,250). Ceci ouvrirait la piste d’un éventuel gène 

inconnu comportant un variant chez ces malades MCS particuliers. 

 

Le premier argument en faveur d’un défaut de recapture est l’absence de 

diminution significative de l’ApoB, contrairement au deuxième groupe. Cette 

observation suggère qu’il n’y a pas de diminution du nombre de particules en 60 

minutes malgré la production de remnants (diminution du rapport TG/ApoB), alors que 

le t1/2 de capture est de l’ordre d’une dizaine de minutes pour les récepteurs offrant la 

cinétique de clairance la plus rapide (262,263). De plus, le ratio ApoC-III/ApoB est 

augmenté chez ces patients : ceci est important à noter puisque l’ApoC-III est impliquée 

dans la capture hépatique des LRTG (10,11,281). Cependant, il est à noter que le ratio 

ApoC-III/ApoB-48 n’est pas modifié quant à lui, suggérant que l’ApoC-III interférerait ici 

majoritairement avec la clairance des VLDL plutôt que celle des remnants des CM. Il a 

également été proposé que l’ApoE2 puisse contribuer à diminuer la clairance hépatique 

des remnants de CM chez des patients porteurs de variants additionnels altérant 

l’activité LPL (299). Cependant, l’allèle ε2 n’est pas surreprésenté de façon significative 

dans ce groupe (fréquence allélique à 0,194 contre 0,106 en population européenne, 

avec p>0,1). Enfin, bien que l’hypothèse d’un défaut de recapture soit séduisante, il est 

peu probable que nous découvrions des défauts génétiques majeurs affectant les gènes 

impliqués dans la synthèse des HSPG et altérant sélectivement le métabolisme des LRTG 

puisque les seuls variants décrits sont létaux de façon précoce par anomalies vasculaires 

et saignements (305) ou responsables d’autres syndromes sévères (427,428).  

 

 

Comment expliquer une diminution de l’activité LPL 60 minutes après l’injection 

d’héparine sans anomalie 10 minutes après l’injection d’héparine. 

  

La majorité des patients MCS présente une diminution de l’activité LPL à T60, 

alors qu’elle est similaire aux témoins 10 minutes après l’injection d’héparine. Ces 

patients présentent également une HTG modérée le jour du test, et leur concentration 
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maximale en TG observée n’est pas différente du premier groupe. Il est donc possible 

que la LPL soit fonctionnelle et présente en quantité suffisante pour assurer la lipolyse 

en conditions normales, mais que sa biodisponibilité ne soit pas suffisante en conditions 

de stress et que le système soit dépassé/saturé entraînant une HTG sévère. Les profils 

de migration électrophorétique montrent une disparition des VLDL très rapide suite à 

l’injection d’héparine, suggérant une mobilisation de la LPL et une lipolyse efficace après 

stimulation. 

 

Comme mentionné précédemment, il existerait au moins deux pools de LPL : un 

pool lié à GPIHBP1 à la surface cellulaire et un autre probablement extravasculaire 

(113,417,418). Il existerait des systèmes d’échanges rapides entre ces deux secteurs 

(418,429). D’autre part, chez le rat et chez l’homme, des injections d’héparine répétées 

n’entraînent plus de pic d’activité de LPL, reflétant un épuisement de ces stocks 

extravasculaires (418,430). De façon intéressante, Chevreuil et al. ont montré chez le rat, 

qu’une heure après une première injection de decasaccharides (analogue de l’héparine à 

demi-vie plus courte), non seulement l’activité LPL post-héparinique était réduite de 75 

% mais aussi que le la clairance de CM radiomarqués était retardée de 30 minutes à 2 

heures (431). Persson et al. ont fait une observation similaire chez des patients traités 

par perfusion d’héparine pour thrombose veineuse profonde, en montrant une 

réduction de 44 % de la clairance d’une émulsion lipidique injectée par voie 

intraveineuse (432). Ainsi, la diminution de l’activité LPL à T60, et par conséquent l’HTG 

sévère, pourrait être expliquée par une quantité plus limitée du stock de LPL 

extravasculaire soit par un défaut de recrutement d’enzyme nouvellement synthétisées 

ou par augmentation de sa dégradation (113,418,430).  

 

En accord avec cette hypothèse, le variant LMF1 p.(Arg364Gln) est surreprésenté 

dans ce groupe de patients (fréquence allélique à 0,0676 contre 0,0356 en population 

européenne, avec p<0,05) . En effet, ce variant fréquent (>1%) est prédit délétère par les 

logiciels de prédiction in silico (SIFT et Polyphen). Une diminution de l’activité LPL (60 

% de l’activité WT) a été mise en évidence in vitro grâce au modèle publié récemment 

par notre équipe (100) alors que Surendran et al. n’avait décrit qu’une diminution non 

significative (99). En revanche, le variant fréquent GPIHBP1 p.(C14F) n’est pas 

surreprésenté dans ce groupe alors que c’était un excellent candidat : GPIHBP1 permet 
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la disponibilité de la LPL au niveau de l’endothélium vasculaire (103,109–111) mais 

protège également la LPL de la dégradation (102,107,108) ; et notre équipe a montré 

que le variant p.C14F réduisait l’expression de GPIHBP1 à la surface cellulaire in vitro 

(116).  

 

Les angiopoiétines seraient également de bons candidats via une augmentation 

de la dégradation de la LPL. Romeo et al. ont mis en évidence des variants d’ANGPTL3, 

ANGPTL4, ANGPTL5, ANGPTL6 et ANGPTL8 associés à une triglycéridemie > 75ème 

percentile (227). Malheureusement, ces gènes ne font pas partie du panel génétique 

testé et nous n’avons pas pu évaluer la fréquence de ces variants dans ce groupe de 

patients. Cependant, pour tester cette hypothèse, nous avons mesuré les concentrations 

circulantes d’ANGPTL3 dans notre cohorte MCS (Quantikine® ELISA, R&D System, MN, 

Etats Unis). La concentration plasmatique d’ANGPTL3 est significativement plus élevée 

chez les patients MCS (+22 % par rapport aux témoins) mais il n’existe pas de différence 

significative entre nos deux groupes identifiés (p=0,6, n=10 et n=11 pour les groupes 

avec une LPL à T60 normale et diminuée respectivement). Les données dans la 

littérature sont contradictoires. D’un côté, Mehta et al. ont montré que les 

concentrations en ANGTPL 3 et 4 sont positivement corrélées  aux LDL-c et HDL-c, ainsi 

qu’aux TG plasmatiques pour ANGPTL4 (357). D’un autre côté, Tika et al. n’ont pour leur 

part pas montré de corrélation, ni de différence de concentration d’ANGPTL3 et 4 entre 

des patients hypolipidémiques et hyperlipidémiques (433).  

 

Cependant, ces observations ne permettent pas d’exclure l’implication des 

angiopoiétines. Premièrement, l’inactivation de la LPL, notamment par ANGPTL4, a lieu 

en partie au niveau du sous-endothélium et il est possible que les concentrations soit 

augmentées seulement localement et que la concentration plasmatique ne reflète pas la 

concentration au niveau du sous-endothélium (209,250). Deuxièmement, dans le 

modèle proposé par Zhang et al. (208), la concentration en ANGPTL3 est stable, quel que 

soit le statut nutritionnel, mais nécessite une activation par ANGPTL8, qui est lui induit 

par l’alimentation. Ainsi, ANGPTL8 serait le facteur limitant de l’inactivation de la LPL 

par ANGPTL3 et il semble donc pertinent d’également évaluer la concentration en 

ANGPTL8.  
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Enfin, il est également possible que la diminution du stock extravasculaire soit la 

conséquence d’une diminution de la synthèse de LPL par régulation épigénétique, non 

explorée dans notre étude. En effet, plusieurs équipes, dont la nôtre, ont montré que 

l’expression des protéines dont la LPL pouvait être modulée par des miARN 

(73,434,435). Il pourrait donc être intéressant d’explorer les régions 3’UTR des gènes 

impliqués dans la cascade lipolytique chez ce groupe de patients à la recherche de 

variants entraînant l’apparition de site de fixation de miARN, d’étudier les profils 

d’expression de ces gènes au niveau des adipocytes ou des myocytes chez ces patients 

ainsi que les profils de miARN circulants.  

 

Des études menées sur des cœurs perfusés ont montré que la durée de vie de la 

LPL à la surface de l’endothélium était assez courte (436,437). Un des mécanismes 

proposés est que la LPL est déplacée dans le sang circulant puis captée par le foie où elle 

est dégradée. Ainsi, il a été montré chez le rat que la LPL était captée par le foie 

avidement, suivi d’une perte de son activité catalytique (438,439). Il existerait donc un 

flux continu de LPL, du plasma vers le foie, et ce transport serait accéléré par l’héparine 

(418,439,440). Une accélération de ce flux pourrait être responsable d’une déplétion du 

pool extravasculaire mais seules des études cinétiques in vivo avec radio-traceurs 

permettraient d’explorer cette hypothèse. La LPL circule également liée aux TGRL (338–

340) et leur recapture pourrait augmenter la clairance de la LPL (259). Cependant, cette 

hypothèse semble peu probable puisque nous n’observons pas de différence 

significative chez les témoins entre les activités 10 et 60 minutes après l’injection alors 

qu’ils présentent une clairance hépatique présumée optimale. 
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VALIDATION D’UNE STATEGIE DE SEQUENÇAGE HAUT DEBIT POUR LA DETECTION DES 

VARIATIONS DE NUCLEOTIDES, DES PETITES INSETIONS-DELETION ET DES GRANDS 

REARRNGEMENTS DANS LES DYSLIPIDEMIES MONOGENIQUES 

 

 

Cette étude rapporte la performance d'un nouveau panel ciblé de NGS pour le 

diagnostic moléculaire des dyslipidémies monogéniques  par : 1/une validation de 

méthode sur une cohorte de 75 patients présentant des variants délétères déjà identifiés 

par les techniques conventionnelles ; 2/une évaluation de son utilisation pour le 

diagnostic moléculaire de routine sur une cohorte prospective de 140 patients.  

 

 

Intérêt de la détection des CNV dans les dyslipidémies primitives 

 

Les CNV responsables d’une perte de fonction du LDLR sont reconnus depuis 

longtemps comme une cause moléculaire significative d’hypercholestérolémie familiale, 

puisque d’après la base de données ClinVar (www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar) et plusieurs 

cohortes publiées, ils représentent  environ 10% des variants LDLR (369,441–444). En 

effet, au cours des trente dernières années, les études moléculaires ont montré un 

nombre important d’occurrence naturelle de grands réarrangements du LDLR : 118 

grands réarrangements sont décrits dans la base de données de l’université de Londres 

(https://www.LOVD.nl/LDLR) alors que 1589 variants ponctuels sont rapportés (368). 

Parmi les 98 séquences Alu du LDLR, 95 sont introniques et représentent 85% des 

séquences introniques en dehors des régions d’épissage, expliquant pourquoi la plupart 

de ces grands réarrangements sont in frame et concernent des exons entiers (445). Sur 

ces arguments et en disposant simultanément d’une méthode de référence pour 

comparaison (kit MLPA), le gène LDLR a été le premier à être évalué pour la détection de 

CNV dans les dyslipidémies. En 2017, Iacocca et al. ont montré une sensibilité de 100% 

de la détection de CNV par études bio-informatiques des données de séquençage ciblé 

haut débit (403). Ces données sont confirmées avec notre stratégie Ampliseq™ 

suggérant que ces stratégies pourraient ainsi remplacer la MLPA dans le diagnostic des 

dyslipidémies. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
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L’implication des CNV dans les autres dyslipidémies reste largement non 

explorée. En effet, durant les vingt dernières années, les explorations génétiques étaient 

concentrées sur les variants ponctuels, du fait de stratégies de séquençage exon par 

exon (445). Concernant les HTG sévères, l’implication des CNV a déjà été décrite de 

façon anecdotique pour les gènes LPL (304,392), GPIHBP1 (117,121) et APOA5 (405) et 

l’exploitation bio-informatique des données de séquençage devrait permettre une 

détection plus aisée techniquement et moins onéreuse. Notre étude a été la première à 

mettre en évidence une délétion de 5 exons du gène LPL grâce à une stratégie de 

séquençage haut débit ciblée. En effet, Patni et al. ont mis en évidence une délétion 

homozygote de 54 kb comprenant le gène GPIHBP1 seulement grâce à une stratégie de 

séquençage génome entier avec analyse bio-informatique, alors que leur stratégie de 

séquençage NGS ciblé n’avait pas mis en évidence de variants pour les gènes LPL, LMF1, 

GPIHBP1, APOC2 et APOA5 (446) ; il n’est pas précisé dans la publication si leur stratégie 

ciblée permet ou non la détection des CNV. D’autre part, Kerkhof et al. ont validé la 

détection de CNV par NGS dans plusieurs panels de séquençage NGS ciblés, dont un de 

72 gènes pour les dyslipidémies comprenant les principaux gènes impliqués dans les 

dyslipidémies monogéniques (447). Sur une cohorte de 391 patients, ils ont mis en 

évidence des CNV pour ABCA1, AGPAT2, LDLR, LPIN1 et MTTP mais pour aucun gène 

concernant les HTG sévères. Cependant, les descriptions devraient se multiplier très 

rapidement compte tenu de l’accroissement de l’utilisation des techniques de 

séquençage haut débit dans les laboratoires de diagnostic, comme le laisse présager le 

résumé présenté par Dron et al. au congrès international d’athérosclérose de Toronto en 

juin 2018, décrivant la détection d’une délétion partielle du gène LPL et d’une délétion 

complète du gène APOA5 (404). 

  

 

Adéquation de la technologie et du choix du panel dans la problématique 

diagnostique  

 

La conception du panel Ampliseq™ a été réalisée entre 2012 et 2013. A cette date, 

nous avions pris en compte les gènes principaux des dyslipidémies monogéniques sauf 

le gène APOE, en raison des difficultés connues d’amplification liées à son contenu 

important en GC (448,449). Les capacités de séquençage de la technique Ampliseq™ 
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étant limitées à 300 – 600 mégabases pour une puce 316 (données fournisseurs), il était 

nécessaire de trouver un compromis entre le nombre de gènes séquencés et le nombre 

de patients inclus dans chaque série. Nous avons donc décidé de ne pas inclure les gènes 

impliqués dans dyslipidémies rares et/ou de transmission récessive (MTPP, SAR1B, 

LIPA, LDLRAP1, ABCG5…) (359,450,451) pour cette raison mais aussi sur les arguments 

suivants : 

- à l’époque l’exploration de ces gènes était souvent réservée à de rares cas et 

réalisée dans un seul laboratoire en France (par exemple à l’Hôpital Pitié-Salpêtrière 

pour les hypercholestérolémies récessives).  

- Dans la plupart des cas, le phénotype lipidique et l’histoire familiale peuvent 

fournir une présomption forte, comme pour les dysbetalipoprotéinémies et le gène 

APOE puisqu’il existe des arguments biochimiques d’orientation (452–454) (voir 

Annexe 5 et Annexe 6) ou pour la maladie d’Anderson et le gène SAR1B dont le 

phénotype cliniquo-biologique est très évocateur (455). A cela s’ajoutait une motivation 

économique puisque ces gènes contiennent moins de 10 exons, le séquençage Sanger 

restait moins onéreux.  

- A l’époque, la détection des CNV sur les données de séquençage haut débit 

n’avait pas été publiée (voir paragraphe 3.1.3) 

  

Notre étude a montré que cette stratégie est robuste et efficace pour le diagnostic 

moléculaire des variants nucléotidiques et des grands réarrangements dans les gènes 

connus déterminant les dyslipidémies monogéniques. Malgré une amélioration du 

diagnostic moléculaire par cette stratégie NGS, après quelques mois d’utilisation nous 

avons pu constater plusieurs limites de la technique Ampliseq™ :  

- les gènes analysés se limitaient aux gènes dont l’implication était prouvée dans 

les dyslipidémies et seulement dans celles d’origine monogénique.  

- 6% des régions n’étaient pas suffisamment couvertes (profondeur < 30X) pour 

garantir la fiabilité du diagnostic moléculaire. Le reséquençage des régions concernées 

par séquençage Sanger était chronophage et coûteux. 

- la qualité des séquences obtenues par technique Ampliseq™ est inférieure à 

celle obtenue par les technologies développées a posteriori et est connue pour être mise 

en défaut dans des régions difficile à amplifier (séquences répétées, régions riche en GC) 

(395).  
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Enfin, les modifications pour ajouter de nouvelles régions ou pour améliorer les 

performances initiales passent le plus souvent par le développement d’un nouveau 

panel qui est onéreux.  

 

Secondairement, il s’est avéré que le développement par la société Illumina® du 

séquenceur NextSeq 500®, adapté au diagnostic moléculaire de routine présentait un 

bon compromis entre coût de l’investissement et capacité et qualité  de séquençage. Les 

résultats des essais réalisés par d’autres équipes du CHU nous ont encouragés à faire 

évoluer notre stratégie (456,457). Ainsi en 2016, nous avons développé une nouvelle 

statégie NGS basée sur un panel à façon NimbleGen SeqCapEZ (Roche®) et un 

séquençage sur NextSeq500® (Illumina®) (voir Annexe 7). Ce panel permet d’analyser 

380 gènes incluant non seulement les gènes les plus prévalents des 

hypercholestérolemies, des hypobetalipoprotéinemies et des HTG mais aussi des gènes 

impliqués dans les formes rares, les syndromes incluant une dyslipidémie (Syndromes 

de Smith-Lemli-Opitz, de McKusick-Kaufman, de Shwachman-Diamond), impliqués dans 

le métabolisme des lipides ou associés à des variations de cholestérolémie et 

triglycéridémie en population générale.  

 

Les objectifs de cette nouvelle stratégie NGS sont : 

- d’identifier des formes de dyslipidémie exceptionnelle : nous avons ainsi mis en 

évidence une forme atypique de syndrome de Smith-Lemli-Opitz, avec une apparition 

tardive et une hypocholestérolémie dominant le tableau (voir Annexe 8) 

- de mettre en évidence de nouveaux gènes causaux impliqués dans les 

dyslipidémies. En effet, la découverte de nouveaux gènes reste envisageable en raison de 

la proportion importante de patients pour lesquels les stratégies classiques ne 

permettent pas de mettre en évidence de variant génétique : de l’ordre de 30 à 50% 

pour les HTG sévères (76,299,301), de l’ordre de 30 à 50% dans les 

hypercholestérolémies avec un score de Dutch supérieur à 5 (444,458) et de 34 à 56 % 

dans les hypobetalipoportéinémie (377,459). A l’heure actuelle, les études de 

séquençage d’exome et de génome entier par NGS chez des patients présentés comme 

nouveaux ou atypiques, ont surtout conduit à l’identification de variants dans des gènes 

déjà connus comme APOE, APOB, LIPA, ABCA1 et ANGPTL3 (202,221,372,375,376,460–

462). 
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- améliorer l’évaluation des interactions gène-gène avec mise en évidence de 

l’association de variants pouvant moduler la sévérité du phénotype et la détermination 

des scores polygéniques (voir paragraphe suivant).  

 

Les stratégies de NGS en panel sont désormais remises en question par 

l’amélioration de l’accessibilité aux techniques de type exome et le développement des 

technologies de séquençage de 3ème génération (« large fragment single molecule 

sequencing », séquençage de fragment long). Ces technologies évitent la mise au point de 

nouveaux panels et permettront à terme l’utilisation d’une seule technique de 

séquençage quel que soit la porte d’entrée clinique, améliorant ainsi la prise en charge 

des patients à phénotype complexe. Cependant, actuellement les qualités de séquençage 

de ces technologies ne sont pas encore suffisantes pour garantir une qualité de 

diagnostic équivalente à celle obtenues avec les stratégies de NGS en panel. Notamment, 

les capacité de mise en évidence des CNV sont insuffisantes (463,464). Enfin, ces 

technologies permettant l’analyse de l’ensemble des séquences codantes d’un patient, 

mettent en évidence un grand nombre de variants par patient (environ 18000 variants 

identifiés pour une analyse de type exome dans l’étude de Musunuru et al. (221)) et 

soulèvent des questions éthiques à propos des découvertes  « incidentales » (fortuite). A 

ce jour, les sociétés savantes américaines (American College of Medical Genetics and 

Association of Medical Pathologists, ACMG) proposent l’analyse systématique de gènes 

dits « actionnables » (découverte de variants délétères sur des gènes prédisposant aux 

cancers ou à certaines pathologies pour lequels il existe un dépistage, une prévention ou 

un traitement). Parmi eux, les gènes LDLR, APOB et PCSK9 ont été décrit pour 

l’hypercholestérolémie familiale (465). 

 

 

Apport du NGS dans la compréhension des interactions gènes-gènes 

  

Grâce au séquençage en parallèle des principaux gènes candidats des 

dyslipidémies, notre stratégie Ampliseq™ améliore la détection de doubles 

hétérozygotes (variants hétérozygotes pour plusieurs gènes, pour lesquels la 

coexistence de variants peut annuler ou amplifier leur effet respectif) et l’évaluation des 

formes polygéniques.  
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L’identification des doubles hétérozygotes est importante pour le dépistage 

familial et le traitement de tous les membres atteints (462). Il est d’autant plus 

intéressant d’explorer tous les gènes candidats des dyslipidémies puisque plusieurs 

gènes sont impliqués dans dans les hyper et hypolipidémies : certains gènes présentent 

à la fois des variants gain de fonction et perte de fonction, comme ANGPTL3, APOC3, 

PCSK9 ou encore le gène APOB peut présenter des variants pouvant affecter la sécrétion 

de l’ApoB ou sa reconnaissance par le LDLR. 

 

Ici encore, en raison de sa fréquence et du déploiement important des capacités 

de diagnostic moléculaire, l’hypercholestérolémie familiale est pionnière et peut servir 

d’exemple pour l’étude des interactions gène-gène dans les dyslipidémies. Plusieurs 

études ont déjà rapporté l’association de variants LDLR/APOB (466–471), de 

l’association de variants LDLR/PCSK9 (472,473) et l’association de variants APOB/PCSK9 

(462). Ces études rapportent l’effet additif de variants hypercholestérolémiants, mais il a 

également été décrit l’association de variants hypercholestérolémiants et 

hypocholestérolémiants pouvant conduire à une abolition des phénotypes (474–476). 

De façon similaire, dans notre cohorte explorée par la stratégie Ampliseq™, la mise en 

évidence de deux VSI APOB, en plus d’un variant délétère LDLR, a motivé une 

exploration familiale révélant l’existence de phénotypes hypercholestérolémiques et 

hypocholestérolémiques au sein d’une même famille (voir article 2). Pour évaluer la 

prévalence de ce type d’association, Huijgen et al.  ont étudié 4669 patients porteurs de 

variants responsables d’hypercholestérolémie familiale : parmi eux, seuls 75 (1,6%) des 

patients présentaient des concentrations de LDL-c inférieures au 50ème percentile (477), 

montrant la rareté de ces phénotypes. Par séquençage des gènes APOB, PCSK9 et  

ANGPTL3, ils ont mis en évidence que 5/75 patients présentaient des variants perte de 

fonction APOB expliquant l’abolition du phénotype et la majorité des patients 

présentaient des variants fréquents associés à une diminution du LDL-c. De façon 

intéressante, 12/75 patients ne présentaient aucun variant additionnel, laissant espérer 

la découverte d’autres gènes régulateurs.  

 

D’autre part, il a été proposé qu’une grande partie des patients 

hypercholestérolemiques pour lesquels aucun variant délétère n’a été identifié, présente 

une forme polygénique, avec l’association de plusieurs variants fréquents entraînant 
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chacun un faible effet sur la concentration en LDL-c, mais qui cumulés entraînent une 

augmentation du LDL-c comparable à celle des patients atteint d’hypercholestérolémie 

familiale (369,478). Plusieurs scores de risque polygénique ont été proposés et évalués 

sur des cohortes de patients hypercholestérolémiques, combinant 6 (479,480), 10 (369) 

ou 12 (481,482) variants fréquents (SNP). Les études menées sur de larges cohortes de 

patients ont montré que ces scores de risque polygénique était plus élevés chez les 

patients hypercholestérolémiques sans variant délétère comparé à une population 

contrôle (369,480,481), et deux études ont estimé que l’augmentation du score 

polygénique pouvait expliquer l’augmentation du LDL-c chez 29 à 36 % de ces patients 

(369,458). Cependant, ces scores sont également augmentés chez les patients porteurs 

de variants déléteres responsables d’hypercholestérolémie familiale. De plus, deux 

équipes ont montré qu’à l’échelle individuelle, ces scores de risque polygénique ne 

permettaient pas de différencier les sujets hypercholestérolémiques des sujets sains 

issus d’une même famille, qu’il existe (479) ou non des variants causaux 

d’hypercholestérolémie dans ces familles (482).  

 

Ainsi, l’évaluation des scores polygéniques en parallèle du séquençage des gènes 

candidats permettrait d’acquérir des informations complémentaires :  

- par la mise en évidence d’une modulation de la sévérité du phénotype chez des 

patients présentant par ailleurs un variant délétère ;  

- en permettant d’évaluer la charge polygénique afin de motiver ou non la 

poursuite des explorations.  

 

Plusieurs scores sont disponibles avec une composition en variants différente, 

alors que la fréquence des variants utilisés semblent directement impacter le pouvoir 

discriminant de ces scores (480,482). Une évaluation de ces différents scores au sein 

d’une même cohorte génétiquement bien caractérisée, c’est-à-dire avec recherche 

systématique de CNV et a minima séquençage de l’intégralité du gène APOB, voir des 

gènes moins fréquemment impliqués dans les hypercholestérolémies (ABCG5, ABCG8, 

LDLRAP1, LIPA, LRP6, STAP1) est nécessaire. 

 

Concernant les HTG sévères, le caractère oligogéniques des MCS et la description 

de patients FCS présentant des variants hétérozygotes composites pour plusieurs gènes 
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(301) imposent le séquençage en parallèle, par NGS ou non, a minima des gènes les plus 

fréquemment impliqués : LPL, APOA5, GPIHBP1, LMF1, APOC2. Des scores de risque 

polygéniques ont également été proposés pour la concentration en TG (483,484) mais 

aucune étude dans la littérature actuelle ne rapporte leur performance dans des 

cohortes de patients présentant une HTG sévère. Cependant, Dron et al., ont rapporté 

l’utilisation d’un score polygénique dans une cohorte de 337 patients avec une 

concentration en TG> 10 mmol/L, sans préciser les variants utilisés (résumé présenté au 

congrès de l’IAS à Toronto en juin 2018) (321). 

 

L’augmentation du nombre de gènes avec le panel NimbleGen SeqCapEZ® 

décuple les possibilités de détection de ces interactions gène-gène. Cependant, à l’heure 

actuelle, les variants rares identifiés dans les gènes non-candidats sont certes peu 

informatifs en diagnostic clinique, mais ils permettent de progresser dans la 

compréhension du métabolisme des lipides et dans les étiologies polygéniques des 

dyslipidémies (464). 

 

 

Conséquences de la mise en place des  techniques des séquençages haut débit 

dans le diagnostic moléculaire des dyslipidémies  

 

 Le développement de stratégie NGS en diagnostic moléculaire permet 

l’exploration de plus grandes régions géniques chez un plus grand nombre de patients. 

Une des conséquences directes est la mise en évidence d’un plus grand nombre de 

variants. Malgré l’existence de recommandations rédigées par le collège américain des 

généticiens moléculaires (ACMG) (485), l’interprétation des variants faux-sens et 

intronique proche site d’épissage reste délicate (486). En effet, ces recommandations 

sont générales et applicables à toutes les pathologies et par conséquent n’intègrent pas 

les spécificités des dyslipidémies et il est regrettable qu’il n’existe pas de consensus 

spécifique à l’heure actuelle (301,487). Ainsi, le nombre de variants de signification 

inconnue est important, de l’ordre de 46,8 % pour les gènes des hypercholestérolémies 

d’après une étude de Chora et al (487). 
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 Parmi les outils disponibles pour la classification des variants, les bases de 

données issues des projets de séquençage de génome à grande échelle, tel que ExAC et 

1000 Genomes project (488,489), sont précieuses en fournissant les fréquences de 

variants en population générale et pour différentes ethnies. Cependant, l’utilisation de 

ces fréquences n’est pas aisée dans les pathologies de transmission récessives. D’autre 

part, il existe également des bases de données répertoriant les variants identifiés dans 

une ou pluseiurs pathologies ou dans la population générale générale (368,490,491), 

avec leur classification en terme de pathogénicité. L’augmentation du contenu de ces 

bases de données et le perfectionnement des outils bio-informatiques, devrait améliorer 

l’efficacité du filtrage des variants. A cet effet, plusieurs outils sont d’ores et déjà 

disponibles sur internet (https://varsome.com/) : les critères ACMG sont 

automatiquement pré-remplies mais sont, à l’heure actuelle, incomplets. 

 

 Ensuite, pour appréhender le caractère délétère d’un variant, l’outil le plus 

accessible aux biologistes moléculaires demeure l’étude de ségrégation familiale du 

variant (492,493). Cependant, ces études sont fastidieuses et chronophages pour obtenir 

les résultats d’un nombre suffisant d’apparentés et demandent une collaboration clinico-

biologique étroite. De plus, ces études sont parfois non informatives particulièrement en 

cas de phénotype douteux ou variable, et parfois ne permettent pas de conclure avec 

certitude ; ceci est d’autant plus vrai pour les pathologies polygéniques telles que les 

dyslipidémies.   

 

 Enfin, les études démontrant un effet délétère in vitro ou in vivo sont également 

essentielles à l’interprétation de ces variants bien que plus difficiles d’accès (487,494). 

Elles ne sont disponibles que pour une faible proportion des variants décrits dans les 

gènes candidats, par exemple seulement pour 8% des variants décrits dans les gènes des 

hypercholestérolémies (LDLR, APOB, PCSK9) (487). Il est donc indispensable pour un 

laboratoire de référence de développer et de maîtriser des tests fonctionnels in vitro et 

in vivo, permettant au quotidien ou à des fins scientifiques de caractériser les variants 

identifiés par notre stratégie NGS. Ainsi, nous avons publié en 2014 une technique de 

détermination de l’activité LPL (149), et cette détermination est recommandée par un 

groupe d’expert européens pour établir le caractère délétère de nouveaux variants du 

gène LPL (300). De plus, nous avons également adapté avec succès cette technique afin 

https://varsome.com/
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de tester in vitro la fonctionnalité de variants du gène LMF1 (100). D’autre part, il est 

également nécessaire de maîtriser des techniques d’évaluation de l’épissage (495), tel 

que les études par minigènes, auquel nous avons eu recours dans l’article 2 et dans des 

études précédentes (496). 

 

 Depuis 2014, cette stratégie NGS a permis d’explorer un plus grand nombre de 

gènes, et par conséquent d’améliorer le diagnostic moléculaire des dyslipidémies en 

diminuant le temps analytique, à coût technique constant. Cependant, l’interprétation 

biologique des variants identifiés est plus complexe et implique la mise en œuvre 

d’analyses complémentaires coûteuses, chronophages et une collaboration 

multidisciplinaire. 
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CONCLUSION 

 

 L’ensemble de nos résultats souligne la complexité des mécanismes de régulation 

du métabolisme des LRTG. Ils illustrent en particulier la nécessité de conduire des 

corrélations phénotypes-génotypes précises et méticuleuses afin d’améliorer et 

d’approfondir nos connaissances physiopathologiques. Les stratégies d’exploration des 

anomalies du métabolisme des LRTG ne cessent d’évoluer, en particulier depuis l’arrivée 

des technologies de séquençage de nouvelle génération qui ont complétement 

révolutionné ce domaine. Cependant, il reste indispensable d’y associer des études 

phénotypiques. Depuis sa publication en 2014 (149), deux travaux menés par l’équipe, 

l’article 1 et les travaux de Marine Dancer (100), ont confirmé que la détermination de 

l’activité LPL demeure un outil précieux d’étude fonctionnelle de la LPL. Plusieurs pistes 

sont encore envisageables dans ce domaine, notamment l’évaluation de la lipolysabilité 

des substrats par détermination d’activité LPL sur les propres VLDL des patients, à 

confronter à la composition des LRTG par analyses protéomique et lipidomique.  

 

D’autre part, les groupes de MCS identifiés grâce à l’étude de l’article 1, 

fournissent de nouvelles approches pour identifier de nouveaux mécanismes et/ou 

l’implication de nouveaux acteurs dans le développement des HTG sévères. Concernant 

le sous-groupe de MCS ne pésentant pas de diminution d’activité LPL 60 minutes après 

l’injection d’héparine, il pourrait être interessant d’évaluer la qualité du substrat comme 

mentionné ci-dessus, d’explorer la recapture hépatique en réalisant des études in vivo 

avec radiotraceur ou d’étudier les gènes impliqués dans la synthèse des protéoglycans. 

Concernant le sous-groupe présentant une altération de la biodisponibilité de la LPL, les 

gènes classiquement impliqués et explorés dans la stabilité de LPL n’ont pas montré 

d’altérations majeures. Ainsi, il pourrait être intéressant d’évaluer plus précisement à 

l’aide de score polygénique si l’accumulation de variants à elle seule permettrait 

d’expliquer la diminution du stock de LPL. Cependant, une faible proportion d’entre eux 

(n=6) ne présente aucun variants sur ces gènes, laissant l’opportunité de découvrir de 

nouveaux acteurs du métabolisme de la LPL ou la mise en évidence de mécanismes de 

régulation additionels, épigénétiques par exemple. La poursuite des avancées 

technologiques de séquençage, avec la mise en place des techniques de séquençage par 
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nanopores, devrait rendre accesible la détection des variations épigénétiques dans un 

futur proche. 

 

Enfin, notre première stratégie NGS présentée ici a ouvert la voie à de nouvelles 

perspectives. En effet, comme évoqué précédemment, les avancés technologiques sont 

très rapides et nous avons déjà fait évoluer notre stratégie. En effet, en 2016, nous avons 

développé et validé une nouvelle statégie NGS basée sur un panel à façon NimbleGen 

SeqCapEZ® (Roche®) et un séquençage sur NextSeq500® (Illumina®) (voir Annexe 7). 

L’exploration de 380 gènes incluant non seulement les gènes les plus prévalents des 

hypercholestérolemies, des hypobetalipoprotéinemies et des HTG mais aussi des gènes 

impliqués dans les formes rares, les syndromes incluant une dyslipidémie, impliqués 

dans le métabolisme des lipides ou associés à des variations de cholestérolémie et 

triglycéridémie en population générale ouvre de nouveaux horizons pour la mise en 

évidence des interactions gène-gène, dans la découverte de nouveaux acteurs ou pour 

préciser le rôle d’acteurs déjà connus. 
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Annexe 1. Table des gènes étudiés et des transcrits associés 

APOA5 NM_001166598.1 

APOB NM_000384.2 

APOC2 NM_000483.4 

ANGPTL3 NM_014495.3 

GPIHBP1 NM_178172.5 

LDLR NM_000527.4 

LMF1 NM_022773.3 

LPL NM_000237.2 

PCSK9 NM_174936.3 
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Annexe 2 . « Systematic assay of lipoprotein Lipase activity and mass in a cohort of patient 

with history of type V hyperlipidemia », poster présenté au 84ème congrès de l’EAS, 29 mai-

01 juin 2016, Innsbruck et au 12ème congrès de la NSFA, Juin 2016, Biarritz 
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Annexe 3. « Strong heterogeneity in plasma triglycerides lipolysis in multifactorial 

chylomicronemia », poster présenté au 85ème congrès de l’EAS, 23-26 Avril 2017, Prague
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Annexe 4. Détermination de l’activité LPL sur des VLDL isolées de différents patients MCS  

 

 

La détermination de l’activité de la LPL a été réalisée grâce à un pool de plasma post-héparinique comme 

décrit précedemment (149). 

Le pool de VLDL contrôle à été réalisé comme décrit précédemment (149), et les VLDL de patients ont été 

isolées de manière identique.  
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Annexe 5.  « Variabilité de l’expression phénotypique des mutations du gène APOE », 

poster présenté au 10ème congrès de la NSFA, Juin 2014, Biarritz 
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Annexe 6. « Variability of phenotypic expression in patients carriers of APOE gene 

mutations », poster présenté au 83ème congrès de l’EAS, 22-25 mars 2015, Glasgow 
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Annexe 7. « Validation d’un panel NimbleGen ciblé de 380 gènes pour le diagnostic des 

dyslipidémies primitives par NGS », poster présenté au 13ème congrès de la NSFA, Juin 

2017, Biarritz 
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Annexe 8. « Apport du panel Nimblegen de 380 gènes pour le diagnostic des 

hypocholestérolémies primitives : à propos de 3 cas », poster présenté au 13ème congrès 

de la NSFA, Juin 2017, Biarritz 
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