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Aspects génotypiques et phénotypiques des dyslipidémies primitives rares affectant le 

métabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides 

Les anomalies du métabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides (LRTG), les 

chylomicrons et les VLDL exposent à des hypocholestérolémies lors d’un défaut de sécrétion 

et à des hypertriglycéridémies (HTG) majeures entraînant un risque athéromateux et de 

pancréatites aigües lors de l’altération de leur clairance. 

Nous avons diagnostiqué des patients présentant un défaut génétique de sécrétion des LRTG 

au décours de maladie de rétention des chylomicrons, d’abetalipoprotéinémie et 

d’hypobetalipoprotéinémie homozygote, causées respectivement par des mutations sur les 

gènes SAR1B, MTTP et APOB. Nous avons étudié le phénotype des 158 patients publiés avec 

mutation délétère et mis en évidence des différences portant principalement sur la stéatose 

hépatique, l’insulinorésistance et l’obésité.  

Nous avons également mis au point une méthode d’évaluation de l’activité post héparinique 

de la lipoprotéine lipase (LPL) par mesure de la lipolyse des triglycérides des VLDL in vitro, 

permettant l’exploration phénotypique des patients présentant une HTG sévère. Nous avons 

mis en évidence des activités LPL augmentées chez des patients présentant pourtant des 

antécédents d’HTG sévère et des déficits chez des patients ne présentant pas de mutation 

identifiable du gène LPL, laissant supposer l’existence de facteurs additionnels modulant 

l’expression ou l’activité de la LPL.  

Enfin des interrelations des multiples gènes impliqués dans le métabolisme des triglycérides 

modulent le phénotype. Elles soulèvent l’intérêt de l’exploration simultanée des principaux 

gènes impliqués dans les dyslipidémies, telle qu’elle sera effectuée par NGS, pour une 

meilleure compréhension de leur physiopathologie. 

Mots clés en francais: VLDL, chylomicrons, Sar1b, MTP, MTTP, ApoB, 

abetalipoprotéinémie, hypobetalipoprotéinémie, stéatose, NASH, lipolyse, LPL, activité LPL 

post-héparinique 

Intitulé et adresse de l’unité ou du laboratoire où la thèse a été préparée 

Equipe "INgénierie et FOnction des LIpides & lipoProtéines (INFOLIP)" (Equipe 4) Unité 

INSERM 1060 CarMeN (Cardiovasculaire Metabolisme Diabétologie Nutrition) 

U.F. Dyslipidémies-Cardiobiologie, Laboratoire de Biologie Médicale MultiSites du CHU de 

Lyon, Groupe Hospitalier Est, Centre de Biologie, 59, boulevard Pinel, 69 677 BRON Cédex 
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Genotypic and phenotypic features of rare primitive dyslipidemias with disorder of 

triglyceride-rich lipoproteins metabolism 

Abnormal metabolism of triglyceride-rich lipoproteins (LRTG), chylomicrons and VLDL, can 

result in hypocholesterolemia in case of impaired secretion, or severe hypertriglyceridemia 

(HTG) and increased risk of atheroma and acute pancreatitis if clearance is affected.  

We explored patients suffering from genetic defect in the LRTG secretion (chylomicron 

retention disease, abetalipoproteinemia and homozyous hypobetalipoproteinemia) and 

identified mutations on respectively SAR1B, and MTTP and APOB gene. Then, we analysed 

the phenotype of 158 previously published patients with deleterious mutation (i.e. reported 

cases added to our cohort) and were able to highlight some specific differences like hepatic 

steatosis, insulin resistance and obesity.  

Furthermore we developed an assay to evaluate the lipoprotein lipase (LPL) functionality by 

measuring the triglyceride-VLDL lipolysis in vitro, and provide a reliable phenotypic 

exploration for patients with past history of severe hypertriglyceridemia. We found an 

increased LPL activity in some patients with severe hypertriglyceridemia but conversely 

showed deficits in other patients free from mutation on LPL gene. These results lead to 

hypothesize that additional factors might contribute to modulate the expression or the activity 

of LPL. 

Finally multiple genes of triglycerides metabolism interact together to additionally modulate 

phenotype. Of high interest is therefore the simultaneous exploration of the key genes 

involved in dyslipidemia, as provided by the new generation sequencing (NGS), for better 

understanding of all pathophysiological mechanisms. 

 

Key words VLDL, chylomicron, Sar1b, MTP, MTTP, ApoB, abetalipoproteinemia, 

hypobetalipoproteinemia, steatosis, NASH, fibrosis, lipolysis, LPL, post-héparin LPL activity 
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Introduction 

Les lipoprotéines riches en triglycérides incluent les chylomicrons (CM), synthétisés 

par l’enterocyte après absorption du cholestérol et des acides gras, et les VLDL (Very Low 

Density Lipoprotein), synthétisées par l’hépatocyte et impliquées dans le transport endogène 

du cholestérol et la redistribution des triglycérides produits par le foie. Les mécanismes 

régulant le métabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides sont importants à 

comprendre puisqu’ils sont directement impliqués dans plusieurs pathologies humaines et 

indirectement dans de nombreuses pathologies chroniques lors de la surnutrition.  

Un défaut de synthèse entraîne une hypocholestérolémie et un engorgement en lipides 

des organes producteurs de lipoprotéines (intestin, foie). C’est ce qu’on observe dans 

l’abetalipoprotéinémie (OMIM#200100), l’hypobetalipoprotéinémie (FHBL 1, 

OMIM#615558) homozygote ou hétérozygote composite et la maladie de rétention des 

chylomicrons (OMIM#246700) causées respectivement par des mutations sur les gènes 

MTTP, APOB et SAR1B [1-10]. Ces maladies entraînent une malabsorption sévère des 

graisses associée à un retard de croissance dans l’enfance et une stéatose hépatique [11]. La 

découverte des protéines impliquées dans ces pathologies rares a permis de mieux 

comprendre les mécanismes intracellulaires impliqués dans la synthèse des chylomicrons et 

des VLDL. Par ailleurs, des molécules ciblant deux de ces protéines, l’apolipoprotéine B 

(ApoB) et la MTTP (Microsomal Triglyceride Transfert Protein), sont désormais proposées 

comme traitement hypocholestérolémiant [12-16]. Il nous a donc semblé pertinent d’évaluer 

l’impact de l’absence de ces protéines à long terme sur l’organisme humain. Pour cela nous 

avons étudié le phénotype de tous les patients présentant ces maladies rares, en associant les 

malades de notre cohorte et ceux publiés porteurs de mutations délétères. 

Une augmentation de la synthèse des lipoprotéines riches en triglycérides ou une 

diminution de leur catabolisme peut augmenter leur concentration et accroitre le risque de 

pancréatite et celui de développer de l’athérosclérose [17]. L’hyperlipoprotéinémie de type I 

(OMIM #238600) est une maladie rare résultant de l’accumulation de chylomicrons. Des 

mutations sur les gènes LPL, APOC2, APOA5, GPIHBP1, impliqués dans la lipolyse des 

VLDL et des chylomicrons ont été retrouvées lors des hyperchylomicronémies sévères 

primitives mais dans seulement environ 50% des cas [18]. Il nous a donc semblé 

indispensable de développer des techniques permettant l’exploration phénotypique de ces 

patients qui présentent des dyslipidémies majeures inexpliquées et en particulier une méthode 

de mesure de l’activité LPL post héparinique. L’évaluation de cette activité permet ainsi de 
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déterminer si les patients présentent un défaut d’activité lipolytique impliquant la LPL elle-

même. 

Le métabolisme des triglycérides est donc situé à l’interface entre la gastro-entérologie 

(malabsorptions intestinales et stéatose hépatique, risque de pancréatite), l’endocrinologie, la 

nutrition et la cardiologie. Il fait intervenir des régulations complexes et intriquées, avec de 

classiques interaction gene-environnement mais aussi des interactions gène/gène sources 

d’aggravation ou de compensation comme déjà montré pour des normalisations de bilan 

lipidique chez des patients présentant une mutation hypercholestérolémiante sur le gène RLDL 

et une mutation hypocholestérolémiante sur le gène APOB [19, 20]. 

Dans une première partie de rappels bibliographiques, nous détaillerons le métabolisme des 

lipoprotéines riches en triglycérides et les enjeux de notre travail. Dans une deuxième partie, 

nous détaillerons nos travaux et leur contexte, et nos résultats seront discutés dans une 

troisième partie. 
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Première partie : Métabolisme des lipoprotéines 

riches en triglycérides: rappels bibliographiques, 

enjeux du travail 
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Nous allons tout d’abord rappeler les principaux éléments de la synthèse des 

lipoprotéines riches en triglycérides, en détaillant les spécificités liées à chaque lieu de 

production puis nous exposerons les mécanismes impliqués dans leur catabolisme. Nous 

terminerons cette partie par les enjeux de notre travail. 

I.  Synthèse des lipoprotéines riches en triglycérides 

Les lipoprotéines permettent la solubilisation des lipides hydrophobes tels que les 

triglycérides, et leur transport via le système sanguin jusqu’aux différents organes et tissus. La 

synthèse et la sécrétion des lipoprotéines sont assurées par l’intestin (chylomicrons) et le foie 

(VLDL); les mécanismes impliqués ne sont pas totalement élucidés. La synthèse de ces 

lipoprotéines implique des protéines et des processus communs dans les deux organes que 

nous détaillerons dans un premier paragraphe, puis nous expliciterons les éléments 

spécifiques de chaque type cellulaire dans les paragraphes I.2. et I.3. et les comparerons dans 

le paragraphe I.4.  

I.1.  Protéines indispensables à la synthèse des lipoprotéines riches en triglycérides 

I.1.1.  L’apolipoprotéine B (ApoB) 

Chez l’Homme, il existe un seul gène codant l’ApoB (OMIM+107730), situé sur le 

chromosome 2 (2p23-2p24) et découvert entre 1985 et 1986 [21]. Ce gène code pour deux 

transcrits, selon le type cellulaire, grâce au mécanisme de RNA editing, récemment revu par 

V. Blanc et al [22]. Dans les hépatocytes, ce gène de 45 kb est transcrit en un seul ARNm de 

15kb qui donne une protéine de 4 536 acides aminés avec une masse de 517-550 kDa : 

l’ApoB100 [23, 24]. Dans les cellules intestinales humaines, la majorité de l’ARNm de 

l’ApoB est ‘édité’ par désamination de la cytidine 6 666 (base 6538 sur la séquence 

NM_000388.2, selon la nouvelle nomenclature) en uridine, ce qui conduit à un codon stop 

prématuré [22, 25]. L’ARN édité est traduit en un polypeptide de 2 152 acides aminés 

(264 kDa approximativement) [23], appelé ApoB48 car il correspond à 48% de l’ApoB100 

(extrêmité N terminale). Cette capacité à synthétiser de l’ApoB48 sera détaillée dans le 

chapitre concernant la synthèse des chylomicrons.  

Le gène code pour une proprotéine comportant un peptide signal de 27 acides aminés 

qui oriente la synthèse de l’ApoB dans le RE [26]. Les structures tridimensionnelles de 

l’ApoB-100 et de l’ApoB-48 ne sont pas connues au niveau atomique (taille énorme, 

hydrophobicité) mais des modélisations ont été réalisées et montrent que l’ApoB-100 est 
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composée de 5 domaines : NH3-βα1-β1-α2-β2-α3-COOH [27, 28]. De plus, une structure a 

été modélisée pour les 930 acides aminés N-terminaux, par analogie avec celle de la 

lipovitéline de lamproie [27, 29]. Dans ce modèle, le domaine βα1 (jusqu’à ApoB20) consiste 

en un tonneau β (« β-barrel ») (résidus 1-264), un paquet d’hélices α (« α-bundle) (résidus 

292-593), suivi des deux feuillets β amphiphatiques appelés feuillet C (sheet C) (résidus 611-

782) et feuillet A (sheet A) (résidus 783-930) qui forment une poche de liaison des lipides. 

Une modélisation a été réalisée en 2007 par A Krisko and C Etchebest, montrant une structure 

en 8 domaines [30].  

L’extrémité N- terminale (3.4%, acides aminés 28 à 179) et les résidus entre 10 et 13% 

(430-570) sont impliqués dans la liaison de l’ApoB à sa protéine chaperone, la MTTP [29, 

31]. La partie N-terminale (20.5%) a la capacité de remodeler les membranes 

phospholipidiques en complexes protéines-lipides [32]. Le domaine compris entre B51 et 

B53% est également important pour la sensibilité à la MTTP : la sécrétion des formes 

tronquées de taille inférieure à 51% est moins influencée par l’inhibition de la MTTP [33]. La 

liaison ApoB/MTTP est indispensable pour que l’ApoB ait une structure tridimensionnelle 

correcte pendant l’assemblage/sécrétion des chylomicrons et des VLDL [31]. Le domaine 

βα1 est également impliqué dans la liaison aux scavanger récepteurs des macrophages [34] et 

à la lipoprotéine lipase [35]. Ce domaine possède une fonction de liaison des phospholipides 

[36] et joue un rôle dans l’organisation du noyau lipidique [28]. Le domaine β1 (acides 

aminés 827-1880, B20-B41%) comporte principalement des feuillets β amphiphatiques et est 

impliqué dans la liaison irréversible des lipides [37, 38]. Les deux hélices α2 (ApoB42-

ApoB55) et α3(ApoB90-ApoB100) pourraient représenter une région flexible permettant le 

recrutement du core lipidique [39]. L’ApoB48 comprend deux des domaines de l’ApoB100 : 

le domaine globulaire βα1 qui s’associe avec les lipides mais est incapable de former des 

lipoprotéines et le domaine β1 nécessaire pour la formation de lipoprotéines [40]. L’ApoB100 

est le ligand pour le récepteur des LDL (LDLR) cependant cette liaison n’est possible 

qu’après conversion des VLDL en LDL. Le domaine de liaison au LDLR a été identifié tout 

d’abord entre les résidus 3386 et 3394 (nomenclature incluant le peptide signal) [28, 41, 42] 

puis d’autres domaines sont apparus comme importants pour la liaison au LDLR : 2820-3202 

et 3243-3498 [30]. L’extrémité C-terminale (20%) de l’ApoB100 inhibe la liaison VLDL Ldlr 

[42].  

L’ApoB subit plusieurs modifications post-traductionnelles : des ponts disulfure, des 

N-glycosylations, et des palmitoylations. Les ponts disulfure se forment dans le reticulum 

endoplasmique et sont indispensables au repliement correct et à la sécrétion de l’ApoB [43-
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45]. Il existe 20 sites de glycosylation potentiels, dont 16 résidus asparagine conjugués avec 

des oligosaccharides [41, 46]. Ces sites de glycosylation sont particulièrement importants 

pour l’assemblage et la sécrétion des VLDL [46]. L’ApoB des LDL plasmatiques est 

également palmitoylée [47] et cette palmitoylation est importante pour la sécrétion et le 

transport des triglycérides [48]. 

Il existe une régulation transcriptionnelle de l’ApoB : l’extrémité 5’UTR favorise la 

traduction de l’ApoB alors que l’extrémité 3’ l’affecte négativement, probablement en 

diminuant la stabilité de l’ARNm [49]. La régulation transcriptionnelle en 3’ est spécifique 

des tissus et des espèces. Dans les cellules HepG2 (lignée cellulaire d’hépatome d’humain), il 

existe plusieurs sites de régulation : un cis element entre -3211 et -1802 qui régule 

négativement la transcription de l’ARNm de l’ApoB, le promoteur proximal entre -898 et +1 

(contenant une TATA box et des sites de liaison pour des facteurs de transcription spécifiques 

du foie, hepatocyte nuclear factor-3 et hepatocyte nuclear factor-1), l’intron 2 (principale 

activité enhancer, site de liaison de hepatocyte nuclear factor-1 et C/Ebp), l’intron 3 (activité 

enhancer). Dans les cellules CaCo-2 (adénocarcinome de colon humain), le promoteur 

proximal et l’intron 2 modifient l’expression, mais ce n’est pas le cas dans les cellules 

intestinales de souris. Dans les cellules intestinales il existe d’autres cis elements : un 

enhancer de 315pb plus de 55kb avant le codon de début de transcription et une séquence 

régulatrice qui stimule la transcription (enhancer) de 485pb qui lie l’HNF4/ARP-1. De plus la 

traduction de l’ApoB est diminuée par l’insuline : cette régulation implique la région 5’UTR 

[50]. 

L’ApoB est synthétisée dans le reticulum endoplasmique (RE) rugueux. Pendant la 

traduction du peptide signal de 24-27 acides aminés, la chaîne d’ApoB naissante associée aux 

ribosomes est transloquée dans le reticulum endoplasmique via un translocon, la protéine 

Sec61 [51]. L’ApoB s’associe à l’hétérodimère PDI-MTTP et subit une lipidation au fur et à 

mesure de sa synthèse et de sa translocation dans le RE [52-55]. La sécrétion de l’ApoB est 

contrôlée, principalement par une régulation de sa dégradation [56], qui touche une quantité 

importante de l’ApoB synthétisée : des études sur les hépatocytes de rat ont montré que 

seulement 36% de l’ApoB100 et 60% de l’ApoB48 nouvellement synthétisées sont sécrétées 

[57]. In vitro, trois sites de dégradation ont été décrits [51]. Le premier, faisant intervenir le 

LDLR, est une voie de recapture de l’ApoB : l’ApoB, quand elle est sécrétée, peut rencontrer 

un LDLR, et être internalisée et dégradée par le lysosome [58]. Le LDLR peut également 

interagir avec l’ApoB avant la sécrétion des VLDL [59]. Le deuxième, lorsque l’ApoB est 

mal repliée et/ou lorsque la quantité le lipide est limitée, est assuré par la voie ERAD 
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(Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation) [17, 51, 60] impliquant des protéines Hsp 

(Heat Shock Protein). La voie ERAD pour l’ApoB est unique car elle est contrôlée par la 

quantité de lipides disponibles [61] et l’activité MTTP [62] et se produit au fur et à mesure de 

sa traduction [63]. Quand les lipides sont abondants, l’ApoB acquiert 8 ponts disulfure [43, 

45] et est lipidée par la MTTP : cette liaison de l’ApoB à la MTTP permet son repliement 

correct [32] (Figure 1A). Lorsque la quantité intracellulaire de phospholipides et de 

triglycérides ou si l’activité de la MTTP est insuffisante, la lipidation de l’ApoB s’arrête 

(Figure 1B), la partie cytosolique de l’ApoB est sélectionnée par la voie ERAD (Hsp70, 

Hsp90/GRP94, P58), ubiquitinée par la E3 ligase gp78 (Figure 1C), rétrotransloquée dans le 

cytosol via le translocon Sec61 et/ou des gouttelettes lipidiques associées au RE par l’action 

de l’AAA-ATPase p97 [64] et dégradée par le protéasome (Figure 1D) [17, 51, 61, 65-69].  

 

Figure 1 : Synthèse et dégradation de l’ApoB par la voie ERAD [17] 

La troisième voie est la voie post-endoplasmic reticulum pre-secretory proteolytic process 

(PERPP). Cette voie permet un contrôle de la qualité de la protéine après sa sortie du RE, 

lorsque la quantité de lipides est suffisante [51]. Cette voie implique une dégradation 

lysosomale [51] et un phénomène autophagique [70], l’autophagie étant la principale voie de 

dégradation dans ce cas [71]. Cette voie est impliquée dans la dégradation du mutant de 

l’ApoB p.A31P [72].  

La délétion homozygote du gene APOB entier (après exon 4) chez la souris (souris 

KO) est létale, indiquant que l’ApoB est essentielle dans le développement embryonnaire des 

souris [73, 74]. L’ApoB intervient dans la formation de VLDL dans le sac vitellin  [75]. 

L’ApoB semble indispensable au développement neurologique embryonnaire puisque les 
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embryons dont le développement a été le plus tardif ont des exencéphalies  [73, 74]. La 

délétion homozygote d’une ApoB tronquée à 70% permet la naissance de souris homozygotes 

viables mais avec une mortalité périnatale importante, également liée à des exencéphalies et 

des hydrocéphalies [76]. Leur phénotype lipidique montre une diminution des triglycérides, 

une diminution du cholestérol total de plus de 50% portant sur les fractions LDL et HDL [76]. 

Les souris héterozygotes pour des troncatures précoces (exon 4) ont un phénotye 

normal [73] mais une augmentation de la mortalité périnatale, une tendance à des défauts du 

tube neural, une diminution de la fertilité chez les mâles [74]. Leur triglycéridémie est 

normale mais elles présentent une diminution de l’ApoB de 70% et une diminution de 20-

37% du cholestérol total portant sur les fractions LDL et HDL [73, 74]; une diminution du 

cholesterol HDL a également été rapportée chez les souris homozygotes pour l’ApoB70 [76]. 

Elles ne présentent pas de diminution de l’absorption intestinale [74], mais lorsqu’elles sont 

nourries avec une nourriture riche en graisses, elles sont protégées de l’hypercholestérolémie 

induite par l’alimentation [73]. 

Les souris avec délétion du gène apob intestinale (souris knock out (ko) intestinale) 

présentent dès les premiers jours de vie une cavité abdominale protubérante, une 

accumulation de graisses dans les enterocytes puis un retard de croissance [75]. Les souris 

hétérozygotes pour la délétion de l’ApoB intestinale sont normales mais 10% présentent une 

hydrocéphalie [75]. Ces souris présentent une triglycéridémie normale et une diminution du 

cholesterol liée à une diminution de la fraction HDL [75].  

La réduction d’ARNm de l’ApoB par un antisens réduit la production de VLDL des 

cellules HepG2 [77], chez la souris [78] et chez les Hommes [12]. Le mipomersen, un 

antisens anti-ApoB, a été développé pour le traitement de l’hypercholestérolémie familiale 

homozygote et permet, chez l’Homme, une diminution du cholestérol LDL de 25% en 

moyenne mais avec une grande variabilité de réponse (2-82%)[13].  

Chez l’Homme, des mutations sur le gène APOB sont décrites dans deux pathologies 

opposées : l’hypercholestérolémie (FDB, Familial ligand-Defective apolipoprotein B, OMIM 

#144010) [79] lorsque ces mutations entraînent un défaut de liaison au LDLR et 

l’hypobetalipoprotéinémie familiale de type 1 (FHBL1, OMIM#615558) lorsque ces 

mutations entraînent un défaut de sécrétion de l’ApoB.  

Dans l’hypercholestérolémie familiale, la mutation la plus souvent retrouvée est la mutation 

p.Arg3527Gln (apelée B3500): cette mutation n’est pas dans le site de liaison au LDLR mais, 

après conversion des VLDL en LDL, elle interagit avec l’extrêmité C terminale et empêche la 

liaison au LDLR [42, 80]. D’autres mutations, dont le caractère délétère a été prouvé, ont été 
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mises en évidence sur le gène APOB dans l’hypercholestérolémie familiale (FDB): 

p.Arg1164Thr, p.Arg3059Cys, p.Lys3394, p.Arg3507Trp, p.Arg3527Trp, p.Arg3558Cys, 

p.Trp4396Tyr [80-84]. Certaines de ces mutations sont situées en dehors du site de liaison, 

montrant l’importance d’autres sites, soit directement, soit pour la conformation de l’ApoB.  

Les mutations entraînant une FHBL1 seront détaillées secondairement puisqu’elles font 

l’objet de notre travail. 

I.1.2.  La MTP  

La MTP (*157147) est un complexe hétérodimérique composé d’une grosse sous-

unité de 97kDa (MTTP) et d’une petite sous-unité de 55kDa (Protéine Disulfide Isomérase, 

PDI, maintenant appelée P4HB) [85]. Le rôle de ce complexe a été revu à plusieurs reprises 

[86-89]. La MTTP n’est active que lorsqu’elle est exprimée avec la protéine PDI [29]. Chez le 

rat, ce complexe est retrouvé dans le reticulum endoplasmique et le Golgi aussi bien des 

cellules hépatiques que des entérocytes [90, 91].  

I.1.2.1. MTTP 

L’implication de la MTTP dans le métabolisme des lipoprotéines a été mise en 

évidence grâce à l’étude des patients souffrant d’aβlipoprotéinémie (ABL) (OMIM#200100). 

Cette maladie, décrite pour la première fois par Bassen et Kornzweig, se caractérise par une 

malabsorption lipidique, associée à une acanthocytose, une rétinite pigmentaire, des signes 

neurologiques (ataxie) et une hypocholestérolémie liée à un défaut de sécrétion de VLDL et 

de chylomicrons [1]. En 1992, une anomalie de la MTTP a été suspectée grâce à l’étude des 

biopsies intestinales de ces patients qui a montré l’absence de la grosse sous-unité de la 

protéine MTTP et une activité MTTP indétectable [3]. Ultérieurement deux études ont montré 

que la cotransfection de cellules COS1 et HeLa par les gènes MTTP et APOB leur permet de 

sécréter des lipoprotéines contenant de l’ApoB ce qui suggère le rôle critique de la MTTP 

pour l’assemblage des lipoprotéines [92, 93]. Des mutations sur le gène MTTP codant la 

grosse sous unité (MTTP) ont été retrouvées par deux équipes  chez des patients présentant 

une ABL [5, 94]. 

Le gène MTTP (OMIM*157147) est situé sur le chromosome 4 en position 4q23 et 

code une protéine de 894 acides aminés, incluant un peptide signal de 18 acides aminés. La 

protéine mature a un poids moléculaire de 97kDa. Cette protéine est exprimée non seulement 

dans le foie et les cellules intestinales, mais également dans le cœur, les reins, la rétine, le 

placenta et le tissu adipeux blanc et brun [89, 95]. Dans les cellules hépatiques, la MTTP est 
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retrouvée non seulement au niveau du RE, mais également dans le Golgi [91]. Chez la souris, 

une protéine codée par un variant d’épissage (premier exon alternatif qui code pour 35 acides 

aminés au lieu de 20) a été retrouvé avec une expression principalement dans le tissu adipeux 

et une localisation principalement dans le Golgi [96]. Chez l’Homme, il existe également un 

variant produit par épissage alternatif, codant pour une protéine de 921 acides aminés 

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ Variation_Transcript/) mais son rôle 

n’est pas connu. 

Les études structurales ont montré une analogie de séquence avec la lipovitelline [27]. 

Sa structure a donc été modélisée, par analogie avec celle de la lipovitéline de lamproie et 

montre l’existence de trois domaines structuraux majeurs : une structure N-terminale en 

tonneau β (β –barrel) (acides aminés 22-297), une hélice α centrale (acides aminés 298-603) 

et un domaine C-terminal (acides aminés 604-894) [29]. Les résidus 98 à 676 de la MTTP ont 

une forte homologie avec le domaine α1 de l’ApoB [27]. Le domaine N-terminal (résidus 22-

297) lie l’ApoB, l’hélice α (hélices 13 à 17, les résidus 517-603) contient le site de liaison de 

l’ApoB et celui de la protéine P4HB sur des résidus très proches mais différents [29, 97]. 

L’hélice α centrale (hélices 4-6) et le domaine C-terminal (feuillets β) seraient impliqués dans 

l’activité de transfert des triglycérides [98]. Dans ce domaine C-terminal, l’hélice A (résidus 

725 à 736) est impliquée dans l’acquisition des lipides depuis les membranes phospholipides 

et l’hélice B (résidus 781 à 786) dans le transfert des lipides vers la cavité de liaison des 

lipides [99]. Des études de mutagénèse dirigée ont montré que les résidus L734 et V782 

facilitent l’acquisition et la liaison MTTP/triglycérides, que la liaison des triglycérides est 

inhibée en cas de mutation sur les résidus 780-786 et que les résidus 725 à 736 permettent 

l’interaction avec la membrane et l’acquisition de lipides neutres [100]. Plus récemment, 

Khatun et al ont montré que les mutations p.R540H, p.N780Y, p.S590I et p.G746E, 

retrouvées chez des patients présentant une ABL entraînent une perte des fonctions de 

transfert des phospholipides et des triglycérides [101]. 

La MTTP possède au moins trois fonctions indépendantes permettant le transfert de 

lipides, l’association à la membrane du RE et la liaison à l’ApoB [40]. La MTTP interagit 

avec l’ApoB [102], de façon précoce [31], dans le reticulum endoplasmique [103] en 

permettant le relargage de la membrane du RE et l’assemblage d’ApoB avec des lipides [87]. 

La MTTP joue le rôle de protéine chaperone pour l’ApoB : elle facilite sa translocation 

dans une conformation appropriée et ainsi évite sa dégradation co-traductionnelle par le 

protéasome [62] ; en revanche, elle ne serait pas indispensable à la translocation de l’ApoB48 

[104]. La MTTP catalyse le transport des triglycérides, du cholestérol estérifié et des 
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phospholipides entre les membranes in vitro [86] et est indispensable à la lipidation de 

l’ApoB [37]. L’activité de transfert des phospholipides est suffisante pour l’assemblage et la 

sécrétion des lipoprotéines primordiales contenant l’ApoB [105, 106]. Cependant l’activité de 

transfert des triglycérides, acquise au cours de l’évolution, durant la transition entre les 

invertébrés et les vertébrés [98], facilite la biosynthèse d’une plus grande quantité de 

particules contenant de l’ApoB et augmente la quantité de triglycérides intégrés dans les 

VLDL [106]. La MTTP ne serait pas indispensable à la lipidation de la partie N-terminale de 

l’ApoB (1000 premiers acides aminés de l’ApoB mature) [37, 107]. Par contre, le niveau 

d’activité MTTP joue un rôle déterminant pour la production et la sécrétion de 

lipoprotéines contenant de l’ApoB. Ceci a été démontré avec plusieurs modèles de cultures 

cellules hépatiques en utilisant des quantités croissantes d’inhibiteurs de la MTTP mais 

également avec de cellules normalement incompétentes pour la sécrétion de lipoprotéines 

contenant de l’Apob (cotransfection MTTP/APOB) [92, 93, 107, 108]. De plus, la MTTP 

permet l’accumulation de triglycérides à proximité de la lumière microsomale, 

indispensable à l’assemblage des VLDL riches en triglycérides [109] et elle participe à la 

formation de gouttelettes de lipide sans ApoB luminales (ApoB-free triglycérides droplets) 

[110-112].  

L’expression de la MTTP est régulée. La région entre -123 et -85 du promoteur de la 

MTTP est critique pour son expression et contient des séquences consensus de reconnaissance 

de facteurs hépatiques : HNF-1, HNF4 et AP-1 [113]. Le promoteur humain est régulé 

positivement par le cholestérol et négativement par l’insuline [113]. De nombreux autres 

facteurs régulent l’expression du gène MTTP : 
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Régulation par Mode d’action Modèle Effet Ref 

chiken ovalbumin 

upstream promotor 

transcription factor II 

Liaison la région DR1 

CTGACCTTTCCCCTATA 

(sqce chez rat -51 / -39 du 

promoteur du gène MTTP 

Cellules L35 

dérivées 

d’hépatome FAO 

Incapacité de synthèse et 

sécrétion des VLDL 

(inhibiteur) 

[114] 

IRE1beta Dégradation post 

transcriptionnelle (efficace 

seulement dans intestin, pas 

dans foie) 

Souris WT et KO 

Ire1b-/-, Huh7, 

COS, Caco-2, 

entérocytes 

primaires 

Inhibition de l’activité 

MTTP : IRE1b bloque la 

régulation positive de la 

MTTP intestinale induite par 

une alimentation riche en 

graisses 

[115] 

PPARαα-RXRα  Liaison la région DR1 du 

promoteur du gène MTTP 

Cellules FAO Synthèse normale de VLDL 

(activateurs) 

[114] 

PPARαα  Activation de la transcription, 

via liaison DR1 ? 

Souris C57BL/6, 

rat, hepatocytes 

primaires 

Augmentation de l’activité 

MTTP hépatique mais pas 

intestinale 

[116] 

SHP (orphan receptor 

small heterodimer 

partner), NROB2 

Répresseur de la transcription 

de l’ARNm de la MTTP par 

LRH1 : souris 2/3 sites de 

liaison utilisés: 

TAGCaGcCCTTcc  

AACGtriglycéridesACCTTtc 

Souris ob/ob 

 

 

 

Diminution de l’activité 

MTTP et de la sécrétion des 

VLDL 

[117] 

LRH-1 Liaison au promoteur de la 

MTTP 

Hepatocyte Augmentation de 

l’expression de la MTTP  

[117] 

SREBP2 Liaison au site SRE (-124 à -

116 pb) 

HepG2 Inhibition de l’expression du 

gène (mécanisme 

indépendant de l’action de 

celui de l’insuline) 

[118] 

FoxO1 Liaison promoteur MTTP HepG2, souris 

transgéniques 

Stimulation de l’expression 

de la MTTP 

[119] 

Insuline Suppression de l’expression 

de la MTTP médiée par 

FoxO1 

HepG2, souris 

transgéniques 

Inhibition de l’expression de 

la MTTP,  

[119] 

Foxa2 + PPARγ 

coactivator ß 

Activation de l’expression de 

la MTTP par liaison 

Foxa2/Pgc1ß sur un site en -

473 en l’absence d’insuline 

HepG2, souris 

transgéniques 

Augmentation de la sécrétion 

des VLDL 

[120] 

Tableau 1 : Facteurs régulant l’expression de la MTTP 

Dans la région promotrice, le polymorphisme -164 (rs1800804) détermine l’affinité de liaison 

de SREBP1a : SREBP1a se lie mieux au promoteur de la MTTP en présence de l’allèle T en 
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comparaison de l’allèle C. L’augmentation de la regulation de l’expression de la MTTP par la 

nourriture serait donc plus efficace chez les porteurs de l’allèle T [121]. 

Les cellules HepG2 surexprimant le gène MTTP sécrètent plus d’ApoB100 : il n’y a 

pas d’augmentation de la production mais une régulation négative de la dégradation de 

l’ApoB médiée par le protéasome [122]. Ceci a été confirmé par une surexpression hépatique 

du gène MTTP par des souris transgéniques : cette surexpression entraîne une sécrétion 

augmentée de triglycérides-VLDL, de l’ApoB hépatique (100 et 48 chez la souris) et une 

augmentation de la triglycéridémie ce qui suggère que la MTTP est l’étape limitante pour la 

sécrétion des VLDL chez la souris alimentée normalement [123].  

La délétion homozygote du gène MTTP chez la souris (ko Mttp-/-) est létale dès les 

stades embryonnaires [110, 124]; il est donc nécessaire d’étudier des souris ko hépatiques 

conditionnelles [125]. 

Les souris ko hépatiques conditionnelles (l-Mttp-/-) ont démontré le rôle critique de la MTTP 

pour les concentrations de lipides circulants et hépatiques. Chez ces animaux, on observe une 

diminution de l’activité hépatique de transfert des triglycérides de 80-85%. Ces souris 

présentent une diminution des concentrations plasmatiques de LDL/VLDL liée à une absence 

de sécrétion de VLDL [125], une diminution des HDL, une diminution de la sécrétion 

d’ApoB100 et une diminution de la sécrétion d’ApoB48 [110]. Cependant la diminution des 

triglycérides n’est pas retrouvée dans l’étude de Chang ; par contre dans cette étude, la 

sécrétion d’ApoB48 est nettement diminuée [125]. Ceci peut être lié à des différences 

expérimentales et à l’existence des variants d’épissage de la MTTP qui pourraient être 

présents dans la première étude alors qu’ils sont également inhibés dans la deuxième étude 

[96, 110, 125]. Les ALAT ASAT plasmatiques ne sont pas augmentées [126]. En revanche, 

les souris nourries normalement présentent une accumulation hépatique de cholestérol total 

(x2), triglycérides (x3) et phospholipides (1,5x), de l’acide oléique, une stéatose modérée avec 

accumulation de grandes gouttelettes lipidiques, sans inflammation [106, 110, 126]; 

l’expression de SREBP1 hépatique est diminuée chez ces souris [126]. Le foie de ces souris 

présente une susceptibilité accrue aux toxines bactériennes et développent une inflammation 

avec nécrose focalisée en cas d’exposition à des toxines bactériennes [126]. L’accumulation 

de triglycérides hépatiques est encore plus importante chez les souris ko conditionnelles avec 

un régime alimentaire occidental [106]. La transfection de ces souris ko conditionnelles avec 

le gène MTTP humain ou de drosophile (qui ne présente pas l’activité de transfert des 

triglycérides) améliore la stéatose (amélioration dose dépendante) et augmente la quantité de 

preβ et de β lipoprotéines [106]. 
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Les souris ko intestinales conditionnelles (i-Mttp-/-) présentent : une absence de gain de poids, 

une stéatorrhée, des gouttelettes lipidiques dans les entérocytes, une accumulation d’acides 

gras (AG) (x2) et de triglycérides (x12). Au niveau plasmatique, elles présentent une 

diminution des triglycérides, du cholestérol total (portant également sur la fraction HDL) et 

AG libres, diminution de la sécrétion d’ApoB48 de 80% et de l’absorption des triglycérides 

après charge en graisses [127, 128]. L’absorption du cholestérol est diminuée (-70%) mais pas 

totalement supprimée par diminution d’expression du gène NPC1L1 [127, 128]. Une 

augmentation d’expression intestinale d’autres gènes est observée : LFABP, MGAT2, DGAT2. 

Ces souris n’étant délétées qu’en MTTP intestinale, on observe une augmentation de l’activité 

MTTP hépatique et une augmentation de la lipogénèse et de la sécrétion hépatique des 

triglycérides dans des VLDL et de l’ApoB100 [128, 129]. L’expression des gènes SREBP1c, 

FAS, ACC, ABCG5, ABCG8, SR-BI, HMGR, LDLR, SREBP2 est augmentée au niveau 

hépatique [128, 130]. Chez ces souris il existe une activation de la réponse aux protéines mal 

repliées (UPR, unfolding protein response) [129]. Chez des souris avec délétion partielle (-60 

à -70%) du gène MTTP : il existe une diminution de l’absorption intestinale des triglycérides 

[131]. 

Les études chez les souris hétérozygote Mttp+/- ont monté une haploinsuffisance : ces souris 

n’ont pas de signes cliniques particuliers (croissance normale) mais présentent une diminution 

de 50% de l’ARNm et de l’activité MTTP dans le foie et l’intestin [124, 132]. Cette 

diminution n’a pas d’effet sur la concentration de triglycérides plasmatiques mais entraîne une 

diminution de l’ApoB100 (-28%), une diminution moins importante de la sécrétion 

d’ApoB48, y compris chez les souris l-Mttp+/- et augmentation non significative du contenu 

hépatique en triglycérides (p=0.24) et en cholestérol [124, 125, 132].  

L’utilisation de molécules inhibant la MTTP semble intéressante pour le traitement de 

l’hypercholestérolémie. En effet, les souris Ldlr-/-Apob100/100lMttpfl-/fl- conditionnelles 

présentent après induction une nette diminution du cholestérol total et des triglycérides 

qu’elles aient une alimentation normale ou une alimentation riche en graisses et ne présentent 

pas de lésion d’athérosclérose [133]. L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de la 

MTTP conduit à une diminution dose dépendante de la sécrétion de lipoprotéines contenant 

de l’ApoB dans les cellules HepG2, les cellules Caco-2, chez les lapins WHHL et les rats 

[107, 108, 134-136]. L’inhibition de la MTTP affecte plus la sécrétion d’ApoB100 que celle 

de l’ApoB48 par les cellules Caco-2 [134]; l’inhibition de la MTTP favorise la dégradation de 

l’ApoB100 [137]. Chez la souris, l’inhibition de la MTTP entraîne une accumulation de 

triglycérides intestinaux et hépatiques même lorsque la diminution de triglycérides 



 

25 

plasmatiques est modeste, selon les études, soit en induisant du stress dans le RE  soit sans 

induire de stress dans le RE) [129, 136, 137].  

Chez l’Homme, un inhibiteur pharmacologique par voie orale de la MTTP, le lomitapide a eu 

en 2013 une autorisation de mise sur le marché aux USA pour le traitement de 

l’hypercholestérolémie familiale homozygote [15, 16]. Ce traitement est efficace sur la 

cholestérolémie (baisse de 50% du LDL-C à 26 semaines et 38% à 78 semaines) [15]. 

Comme nous l’avons déjà évoqué en début de chapitre I.1.2. , les mutations sur le gène MTTP 

sont retrouvées chez les patients présentant une ABL ; elles seront détaillées secondairement 

puisqu’elles font l’objet de notre tavail. 

I.1.2.2. Rôle des protéines de la superfamille PDI 

La protéine P4HB (prolyl 4-hydroxylase, beta polypeptide, EC 5.4.3.1) est la protéine 

fondatrice de la superfamille des PDI (20 membres connus chez les mammifères). Cette 

protéine est codée par le gène P4HB situé sur le chromosome 17q25.3. Elle a deux fonctions 

portées par des sites distincts: une activité de protéine chaperone impliquée dans la voie 

ERAD, et une activité d’enzyme thioredoxin-like : elle catalyse le réarrangement de liaisons 

disulfides préexistantes (activité « shufflase ») et la formation-destruction de lisaison 

disulfure (activité « redox ») [138, 139]. Dans les cellules, on la retrouve soit sous forme de 

complexe, soit sous forme soluble [138]. Elle intervient pour la sécrétion de l’ApoB de 

plusieurs façons. Comme vu précédemment, cette protéine forme un hétérodimère avec la 

MTTP. Le rôle de la protéine P4HB dans ce complexe est mal connu mais ses fonctions 

enzymatiques n’interviennent pas dans ce complexe [138] ; elle permet de maintenir la 

solubilité et la rétention de la MTTP dans le reticulum endoplasmique [85]. Chez la levure, 

lorsque le domaine protéine chaperone est absent, la conformation de l’ApoB peut être altérée 

[140]. De plus, dans les cellules d’hepatoblastome de rat (McA-RH7777), une surexpression 

de la protéine P4HB favorise la formation de complexe avec la MTTP, augmente le transport 

de l’ApoB qui échappe au processus de dégradation ERAD [140]. Il a été montré récemment 

qu’en association avec IRE1α-XBP1, elle jouerait un rôle dans l’assemblage des VLDL 

[141]. 

Deux autres protéines, PDIA3 (synonyme ERp57) et PDIA4 (synonyme ERp72), 

appartenant à la superfamille PDI facilitent la dégradation de l’ApoB par la voie ERAD [140]. 
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I.1.3.  Protéines impliquées dans le transport des lipoprotéines entre le RE 

et le Golgi 

Lee et al [142] et Zanetti et al [143] ont proposé un modèle pour le transport 

antérograde et rétrograde des protéines entre le reticulum endoplasmique et l’appareil de 

Golgi et dataillé ci-dessous :  

 

Figure 2 : Modèle du transport antérograde et rétrograde dans les cellules de mammifère [143]. 

Les vésicules COPII sont formées au niveau de sites spécifiques du RE, les sites de sortie du RE (ERES ER exit 
sites). L’hydrolyse du GTP entraîne la fission et la dépolymérisation des cages Sec13-Sec31 alors que le 
complexe reste à la surface des vésicules. Les vésicules sont transportées à travers le compartiment ERGIC 
(également connu sous le nom de VTC, Vesicular-tubular Cluster). Les protéines transportées (cargo) peuvent 
alors soit rejoindre et traverser le Golgi, soit être recylcées et retourner vers le RE dans des vésicules COPI 
[143].  

I.1.3.1. Transport antérograde, rôle de la protéine Sar1b 

L’importance de ce trafic dans les maladies affectant le métabolisme lipidique a été 

révélé par la maladie de rétention des chylomicrons (CMRD) ou maladie d’Anderson, liée à 

des mutations sur le gène SAR1B [2, 7]. Dans cette maladie rare, les triglycérides 

s’accumulent dans le RE, suggérant un blocage dans le transport et la sécrétion des 

triglycérides [144]. 

Classiquement, le transport antérograde des protéines synthétisées dans le RE vers le 

Golgi est réalisé par des vésicules COPII (coatamer protein II, de 60-80 nm de diamètre) 

dont le manteau est constitué de protéines (complexes Sec23/Sec24 et Sec13/31 de Sec16), 

associé à la GTPase Sar1 qui existent sous de multiples paralogues1 [145-148]. Les vésicules 

se forment en des sites spécifiques, les sites de sortie du RE (ERES, ER exit sites) ; les 
                                                
1 Protéines paralogues : Deux séquences homologues résultant d'une duplication génique 
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vésicules ainsi formées contiennent non seulement les protéines cargos (protéines sécrétées 

et protéines membranaires), mais également des protéines essentielles pour les étapes 

suivantes, comme les protéines SNAREs (Soluble N-ethylmaleinide-sensitive-factor 

Attachement protein Receptor) nécessaires pour la fusion avec la membrane de l’organite 

accepteur sur laquelle elles interagissent avec d’autres protéines SNAREs [149, 150]. Les 

protéines sélectionnées pour le transport (Cargo) et la régulation de la formation de ces 

vésicules ont fait l’objet de revues : elles font intervenir des processus de phosphorylation, et 

les jeux de protéines (concentrations respectives et paralogues) en présence permettent de 

délivrer une variété de molécules différant d’un tissu à l’autre [148, 151]. Ce type de transport 

est notamment impliqué dans la sécrétion de différents récepteurs : du calcium, récepteurs 

adrénergiques (α2 et ß2) et de l’angiotensine II et des glycolipides transférases [152-154]. 

Le type de vésicules assurant le transport des VLDL et des chylomicrons entre le RE 

et le Golgi est controversé. Une étude sur cellules McA-RH7777, produisant des VLDL 

pauvre en triglycérides, montre que les VLDL sont transportées par les vésicules COPII 

[155]. Cependant, les vésicules COPII ont une taille ne permettant pas de transporter des 

lipoprotéines et d’autres études montrent que le transport des VLDL et des chylomicrons est 

réalisé par des vésicules particulières appelées VLDL transport Vesicles (VTV) et pre-

chylomicron transport Vesicle (PCTV) [156-158]. La formation de ces vésicules sera détaillée 

dans les chapitres spécifiques à la synthèse des VLDL et des chylomicrons respectivement. 

Chez l’Homme il existe deux protéines paralogues, Sar1a et Sar1b ayant 91% 

d’homologie [159]. Elles diffèrent de 20 acides aminés (cf. ci-dessous, résidus notés en vert) 

qui sont localisés à la surface de la protéine comme le montre la figure page suivante : 

 
Figure 3 : Modèle de l’interaction Sar1b-Sec23 mettant en évidence la localisation des acides aminés 

différents entre Sar1a et Sar1b [7] 

Modèle basé sur la protéine Sar1 de hamster et la protéine Sec23 de levure. Acides aminés en vert : acides 
aminés différents entre Sar1a et Sar1b 
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Le rôle spécifique de ces deux paralogues est mal connu mais semble bien distinct : seule la 

protéine Sar1b a été impliquée en pathologie humaine. Le rôle spécifique de Sar1b n’est 

connu que depuis peu. La protéine Sar1b permettrait de former des vésicules COPII de plus 

grande taille et aurait une meilleure capacité à diminuer la rigidité des membranes que Sar1a 

[160, 161]. Fryer et al ont montré très récemment que la protéine Sar1b participe à la 

sécrétion hépatique de lipoprotéines contenant de l’ApoB et que cette activité est coordonnée 

avec une régulation de l’expression de l’ApoB [162]. Au contraire, la protéine Sar1a 

antagonise l’activité de sécrétion de l’ApoB de Sar1b [162].  

La protéine Sar1b est codée par le gène SAR1B de 26 409 pb, localisé sur le bras long 

du chromosome 5. C’est une protéine de 198 acides aminés. Chez l’Homme, l’expression du 

gène SAR1B est abondante dans le foie et le muscle squelettique, une expression modérée 

dans le cœur, les reins, le placenta et les os et une expression très faible dans les autres tissus 

testés [7, 163-165]. L’expression des gènes SAR1B et SAR1A est concomitante dans tous les 

tissus testés, cependant le gène SAR1B s’exprime plus que le gène SAR1A dans certains tissus, 

principalement le foie et le muscle squelettique, mais aussi dans le cœur, les reins, le placenta 

(Figure ci-dessous).  

 

Figure 4 : ARNm de SAR1B (SARA2) et SAR1A (SARA1) dans les tissus humains [7].  

Enfin, l’expression du gène SAR1B augmente pendant les étapes initiales de la différenciation 

érythroïde ce qui suggère que la protéine Sar1b joue un rôle spécifique pendant cette phase 

[165].  

La structure tridimensionnelle de la protéine Sar1b peut être déduite de celle de la 

protéine Sar1 de hamster dans sa forme liée au GDP qui a été étudiée par cristallographie aux 

rayons X par Huang et al [166]. La protéine est formée de six feuillets β, cinq parallèles et un 

antiparallèle (β2) dans l’ordre β6, β5, β4, β1, β3, β2. Ils forment une feuille plate prise en 

sandwich entre trois hélices α. Ce motif forme une poche typique de la superfamille Ras liant 
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le nucléotide guanine. La face hydrophobe du noyau purine est prise en sandwich par les 

chaînes aliphatiques de la leucine en position 181 et de la lysine en position 135. 

 

Figure 5 : Structure tridimensionnelle de la protéine Sar1b humaine.  
A partir du modèle 1F6B Sar1b de Cricetulus griseus, [166], nous avons modifié les résidus I80 et V163 (I80V 
et V163I) afin d’obtenir la séquence protéique de Sar1b humaine à partir du résidu 13 (publiée dans Sassolas et 
al, cf. annexe 3) 

Cette protéine est une GTPase. L’implication de la protéine Sar1 dans la formation des 

vésicules COP a été étudiée à partir des levures ou dans des cellules eucaryotes sans 

distinction des 2 isoformes. Nous décrirons donc le déroulement de la formation des vésicules 

COPII sans préciser la protéine paralogue car à l’heure actuelle, nous ne savons pas si les 

deux protéines ont le même rôle, des rôles complémentaires ou agissent sous forme 

d’hétérodimère.  

La protéine Sar1 existe sous forme inactive liée au GDP et sous forme active liée au

GTP. Elle intervient dans la formation des vésicules à partir du RE [167]. Dans le 

cytosol, Sar1 est sous forme inactive, liée au GDP. Elle est adressée vers la membrane du RE 

où elle activée par la protéine Sec12 qui catalyse l’échange GDP/GTP [147, 166-169] (étape 1 

Figure 6). La liaison du GTP [168] entraîne l’activation de la protéine Sar1 et permet 1/ un 

changement de conformation des deux régions de switch [166, 170] et l’ancrage dans la 

membrane du RE de la protéine Sar1 après libération de l’ancre (partie NH2-terminale) 2/ la 

déformation les membranes [171-173] 3/ l’augmentation de son affinité pour le complexe 

Sec23/Sec24, formant le complexe prévésiculaire [145, 170] (étape 2 Figure 6), Sec23 

accélèrant l’hydrolyse du GTP (10 à 15 fois l’hydrolyse intrinsèque) [174]. 4/ le recrutement 

de complexes Sec13/Sec31/p125 formant des cages octaédriques qui constituent le manteau 

des vésicules COPII et accélèrent l’hydrolyse du GTP [147, 170, 175-178] (étape 3 Figure 6). 

L’hydrolyse du GTP n’est pas essentielle pour la formation des vésicules mais est 

indispensable pour l’étape ultérieure [179]. Ces interactions facilitent le recrutement 
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spécifique sur la membrane du reticulum endoplasmique, favorise la stabilité du 

manteau et permet la formation des vésicules [180]. La courbure générée par Sar1 est 

stabilisée ou augmentée par le complexe Sec23/Sec24 [173]. La protéine Sar1 diminue la 

rigidité des membranes lipidiques et participe au processus de constriction [161, 181]; la 

déstabilisation des bicouches lipidiques par la protéine Sar1 activée ainsi que la désactivation 

de Sar1 du fait de l’hydrolyse du GTP permettent ensuite le relargage des vésicules [182] 

(étape 4 Figure 6). La boucle Ω joue un rôle important dans la formation des tubules et la 

constriction de membranes [183]. La formation des vésicules COPII est régulée par les cycles 

de Sar1 inactive liée au GDP et Sar1 active liée au GTP [184]. L’hydrolyse du GTP est 

particulièrement importante car si Sar1 reste sous forme activée, le désassemblage des 

vésicules COPII est inhibé conduisant à l’accumulation d’intermédaires de transport entre le 

RE et le Golgi [185] ; ce recyclage de Sar1 semble jouer un rôle primordial dans le packaging 

des grosses protéines [176, 186]. L’activité de Sar1 est régulée par de nombreuses protéines : 

Sec12, Sec 16, Sec24 (cf. revue [151]) et l’ion Mg2+ pourrait également jouer un rôle 

important dans l’activation/ désactivation de Sar1 et donc dans la formation des vésicules 

« prébudding » et le relargage des vésicules COP [151, 175].  

La figure ci dessous illustre la formation des vésicules. 

 

Figure 6 : Modèle illusttrant la sortie des protéines du RE [148] 

 

Différents sites fonctionnels ont été identifiés sur les protéines Sar1 d’autres espèces ; 

nous les avons reportés sur l’alignement ci-dessous.  
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Figure 7 : Alignement de Sar1b H.s. (Homo sapiens) et Sar1p S.c. (Saccharomyces cerevisiae) : déduction 

des domaines fonctionnels à partir des études publiées  

La protéine Sar1a est impliquée notamment dans la sécrétion des récepteurs du calcium, 

adrénergiques (α2 et ß2) et de l’angiotensine II [152, 154]. La protéine Sar1 interviendrait 

également spécifiquement dans la sélection des protéines transportées : par exemple, un site 

spécifique de liaison des GGT a été identifié (« site A » impliquant plusieurs acides aminés 

dont certains sont spécifiques de Sar1a) [153]. 

Le rôle déterminant de la protéine Sar1b dans la synthèse des chylomicrons et des 

VLDL a été confirmé par des études in vitro et in vivo de surexpression de la protéine Sar1b 

wt (Sar1b+/+) : Sar1b représente une des étapes limitantes de la sécrétion des chylomicrons et 

est également impliquée dans la sécrétion des VLDL [187, 188].  

Les cellules Caco-2 et les cellules McArdleRH7777 surexprimant Sar1b (Sar1b+/+) sécrètent 

plus d’ApoB48 et d’ApoB100. Ces cellules sécrètent plus de VLDL et de chylomicrons et les 

LRTG sont de plus grande taille [162, 187]. L’augmentation de la quantité d’ApoB48 fait 

intervenir un mécanisme indépendant de la voie de dégradation par le protéasome [187]. La 

quantité de protéines impliquées dans le métabolisme lipidique intestinal (MTTP, ApoB, 
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SREBP1c) et de certaines protéines impliquées dans la formation des vésicules de transit 

entre le RE et le Golgi (Sec12, Sec23, Sec24, p125) est augmentée dans les cellules Caco2, 

sans modification d’expression de Sar1a [187]. L’expression et l’activité de la MTTP sont 

augmentées dans les cellules Caco-2 [187]. Les microsomes isolés à partir des cellules Caco2 

montrent une coimmunoprécipitation de Sec23/Sec24 avec SREBP1c/SCAP. La 

surexpression de Sar1b par des cellules McArdle RH7777 entraîne une augmentation de la 

sécrétion d’ApoB48 et d’ApoB100 alors que la surexpression de Sar1a ou de Sar1bH79 a 

l’effet inverse [162]. La déplétion de ces cellules par des siRNA anti-Sar1a ou anti-Sar1b 

entraîne une diminution des ARNm des enzymes impliquées dans la synthèse du cholestérol ; 

en outre, la déplétion de ces cellules par des siRNA anti-Sar1b entraîne spécifiquement une 

diminution de l’ARNm APOB et MTTP [162]. Ceci a été confirmé par étude sur des biopsies 

hépatiques humaines : la quantité d’ARNm de SAR1A et SAR1B est corrélée avec la quantité 

d’ARNm d’une vingtaine de gènes impliqués dans la biosynthèse du cholestérol [162]. 

L’équipe de Lévy et al a ensuite examiné l’effet de la surexpression de la protéine 

Sar1b chez des souris transgéniques Sar1b+/+ [188]. Lorsqu’elles sont soumises à une 

nourriture riche en graisses, les souris Sar1b+/+ deviennent plus grosses et développent une 

insensibilité à l’insuline. Elles présentent une augmentation des phospholipides (significative) 

et du cholestérol (non significative, ns) intestinal indépendamment de leur type de nourriture 

et présentent une augmentation significative des chylomicrons après charge en graisses, et 

une augmentation significative de l’expression du gène SAR1B dans le colon (distal et 

proximal), l’ileum et le foie [189]. Leur cholestérol et leurs triglycérides plasmatiques sont 

augmentés par rapport aux souris wt (ns) et la composition des acides gras est 

significativement différente. Les effets les plus significatifs sont retrouvés sur 

l’insulinorésistance : augmentation significative de la glycémie, de l’insulinémie, de 

l’HOMA-IR et hyperglycémie provoquée ; ces effets sont retrouvés après alimentation 

normale et majorés après alimentation riche en graisses.  

I.1.3.2. Le transport rétrograde 

Il existe également un transport rétrograde entre le Golgi et le RE. Ce transport, 

assuré par des vésicules COPI, permet le recyclage des protéines de transport et est important 

pour le transport antérograde [190]. La protéine ARF1 (ADP Ribosylation Factor 1), une 

autre GTPase et la phospholipase D (activée par ARF1) participent à la formation de ces 

vésicules COP.  
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La phospholipase D activée est indispensable au trafic des protéines vers le Golgi dans 

les cellules de mammifères in vivo [172]. Elle intervient en particulier pour le recrutement du 

complexe Sec23/Sec24 et la formation des tubules [172]. Il est important de noter que la 

phospholipase D est activée par la protéine Sar1 liée au GTP [172, 191]. Cette fonction de 

la protéine Sar1 activée permettrait ainsi de créer un environnement favorable pour 

l’attachement des autres protéines COPII et la sélection des protéines cargos et SNAREs au 

niveau des sites d’export du reticulum endoplasmique. 

L’assemblage des VLDL est dépendant de ARF1 et de la phospholipase D [192]. La 

formation de VLDL1 (plus légères et plus riches en triglycérides) diminue en présence du 

mutant dominant négatif ARF1 et ceci coïncide avec l’inhibition du transport antérograde 

([193]. En cas de surexpression ARF1, la sécrétion des VLDL2 (moins riches en 

triglycérides) augmente [193]. 

I.1.4.  Autres protéines impliquées dans la lipidation des chylomicrons et des 

VLDL, rôle des gouttelettes lipidiques (lipid droplets) 

La localisation subcellulaire de lipidation de l’ApoB est controversé : certaines études 

montrent que l’ApoB est lipidée dans le RE alors que d’autres études montrent que des 

préVLDL ou pré-chylomicrons sont synthétisés dans le RE et que la lipidation a lieu 

principalement dans le Golgi [91, 155, 194-202]. Les études les plus récentes sont en faveur 

d’un rôle important du Golgi dans la maturation des VLDL [203]. 

La source majeure de lipides pour l’assemblage des VLDL sont les triglycérides 

dérivés d’une hydrolyse et d’une réestérification ; ils sont stockés dans les gouttelettes 

lipidiques cytosoliques (cytosolic lipid droplets CLD) [204]. Le rôle de ces gouttelettes 

lipidiques dans l’assemblage des lipoprotéines a fait l’objet de revues [112, 205, 206]. Il 

existe plusieurs types de gouttelettes lipidiques : les gouttelettes cytosoliques et les 

gouttelettes luminales retrouvées dans la lumière du RE. La synthèse des gouttelettes 

lipidiques cytosoliques commence dans le RE par une hydrolyse des triglycérides, une 

mobilisation des acides gras libres et une resynthèse des triglycérides. Les gouttelettes 

lipidiques luminales sont observées dans le RE des entérocytes et des hépatocytes. Elles 

s’accumulent en l’absence d’ApoB mais pas en l’absence de MTTP. La MTTP jouerait un 

rôle crucial dans leur formation : elle s’associe à leur membrane et transfère des lipides. Les 

gouttelettes lipidiques cytosoliques sont des particules larges sphériques entourées par une 

membrane de phospholipides et de périlipine. Le core est composé de triglycérides et de 

cholestérol estérifié.  
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Figure 8 : Formation des gouttelettes lipidiques (lipid droplets, LDs) dans les cellules sécrétant des 

lipoprotéines. [112] 

Les lipides neutres (triglycérides (TG) et esters de cholestérol (CE)) synthétisés dans le RE bourgeonnent soit 
dans le cytosol soit dans la lumière du RE. La direction vers laquelle ils sont orientés est régulée par des 
protéines spécifiques : périlipines et FIT (fat storage-inducing transmembrane proteins) pour la synhtèse des 
gouttelettes lipidiques cytosoliques et MTP pour la synthèse des particules primordiales luminales contenant 
l’ApoB et les gouttelettes lipidiques luminales. (apoE, apolipoprotein E; apoC, apolipoprotein C; PL, 
phospholipid). 

Différentes protéines ont été impliquées dans la lipidation des VLDL : la périlipine 2 

et Cideb qui jouent un rôle opposé dans le contrôle de la lipidation et dans l’homéostasie 

hépatique des lipides [201], ARFRP1, FABP1.  

I.1.4.1. Perilipine 2 

La périlipine 2 est une protéine de 438 acides aminés codée par le gène PLIN2 situé 

sur le chromosome 9p22.1. C’est un membre de la PAT protein family. Cette protéine est 

associée avec les gouttelettes lipidiques ; elle n’est pas retrouvée dans le RE et le Golgi [201]. 

Elle régule l’assemblage des VLDL et la morphologie des gouttelettes lipidiques (régulateur 

négatif de la taille des gouttelettes lipidiques) [201, 207]. Un déficit en périlipine 2 protège les 

souris contre le développement de stéatose hépatique en diminuant le stockage des 

triglycérides et en favorisant l’assemblage et la sécrétion des VLDL [207]. La surexpression 

de périlipine 2 augmente l’accumulation hépatique des triglycérides, diminue la concentration 

en triglycérides plasmatiques et diminue significativement la sécrétion de VLDL-triglycérides 

[201]. La périlipine 2 est donc un régulateur négatif de la lipidation des VLDL [201]. Elle 

entre en compétition avec la MTTP pour le même pool de triglycérides synthétisés dans le RE 

et diminue la disponibilité des lipides disponibles pour la formation des LD dans le RE et des 

VLDL. 

Copyright © American Heart Association, Inc. All rights reserved. 
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I.1.4.2. Cideb (Cell death-inducing DFF45-like effector b) 

La protéine Cideb est une protéine de 220 acides aminés codée par le gène CIDEB 

situé sur le chromosome 14q12. Son expression semble régulée par la protéine PGC1-α : la 

surexpression de la protéine PGC1-α entraîne une surexpression de la protéine Cideb, une 

diminution de la synthèse hépatique des triglycérides mais une augmentation de la sécrétion 

des VLDL et une diminution de la stéatose induite par une nourriture riche en graisses [208]. 

Elle est fortement exprimée dans le foie et joue un rôle important dans le transfert des 

triglycérides entre les gouttelettes lipidiques et les VLDL [209, 210]. La protéine Cideb est 

associée à la membrane du RE, aux gouttelettes lipidiques et elle régule la taille des 

gouttelettes lipidiques [201]. Cette protéine est capable d’interagir avec l’ApoB et elle est 

indispensable à la lipidation et la maturation des VLDL [209]. Le rôle de la protéine Cideb 

dans la sécrétion des VLDL a été mis en évidence par blocage de cette protéine soit par des 

anticorps soit par des miRNA qui entraînent une diminution de la formation des vésicules de 

transport des VLDL entre le RE et le Golgi [211]. La protéine Cideb est spécifiquement 

présente dans les vésicules de transport des VLDL et absente des vésicules COP classiques 

[211]. La protéine Cideb est également présente dans le Golgi et est impliquée dans 

l’accumulation des VLDL [201].  

 

Figure 9 : Illustration schématique du rôle de la protéine Cideb dans la lipidation et la 
maturation des VLDL[209].  
Cideb, grâce à sa localisation du côté cytosolique du RE et à la surface des gouttelettes lipidiques, peut interagir 
avec l’ApoB et faciliter le transfert des triglycérides synthétisés dans le RE et dans les gouttelettes lipidiques 
cytosoliques sur les particules de VLDL immatures, permettant ainsi leur lipidation et leur maturation. En 
l’absence de Cideb, les triglycérides ne peuvent pas être transportés sur les VLDL précurseurs, ce qui entraîne 
une lipidation insuffisante des VLDL et une accumulation des lipides neutres dans la fraction cytosolique des 
hépatocytes. 

 La protéine Cideb est également exprimée dans le jejunum et l’ileum du petit 

intestin ; la quantité de protéines augmente dans le jejunum de souris alimentées avec une 

nourriture riche en graisses et elle interagit avec l’ApoB48 [212].  
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Les souris Cideb ko présentent une rétention de lipides dans l’intestin, une diminution 

de la sécrétion des triglycérides-chylomicrons et des chylomicrons de petite taille  alors que la 

surexpression de la protéine Cideb augmente la sécrétion des triglycérides et diminue 

l’accumulation des lipides dans les cellules Caco-2 [212]. Elles présentent une stéatose 

hépatique par accumulation de gouttelettes lipidiques de petite taille, une diminution de la 

sécrétion des VLDL, une diminution de la quantité de triglycérides dans le Golgi et une 

surexpression de la périlipine 2 [201, 209]. Par contre, elles sont résistantes à l’obésité et la 

stéatose induite par une nourriture riche en graisses et elles présentent une meilleure 

sensibilité à l’insuline [210].  

I.1.4.3. ARFRP1 (ADP-ribosylation factor related protein 1) 

La protéine ARFPR1 (ADP-ribosylation factor related protein 1) est une protéine 

codée par le gène ARFRP1 situé sur le chromosome 20q13.33. Deux transcrits existent codant 

des protéines de 173 et 201 acides aminés respectivement. C’est une GTPase du trans-Golgi 

membre de la superfamille des protéines Ras. Cette protéine, localisée dans le trans-Golgi est 

impliquée dans le transport de protéines vers la membrane cellulaire, dans des vésicules de 

stockage et dans la sécrétion de protéines. Elle contrôle le recrutement d’une cascade de 

protéines (ARF-like 1 (ARL1), Rab-GTPases) et est impliquée dans le contrôle de la 

formation des gouttelettes lipidiques et des chylomicrons [213].  

Une mutation homozygote de Arfrp1 chez la souris est léthale dès les premiers stades 

embryonnaires [214]. Par contre des études sur des souris knock out ciblées respectivement 

sur les entérocytes ou les hépatocytes ont montré que cette protéine est indispensable à la 

lipidation des chylomicrons et des VLDL dans le Golgi [203, 215]. Les souris KO 

spécifiquement dans les villosités intestinales (Arfrp1vil-/-) présentent un retard de croissance 

post-natal, une diminution des acides gras libres, des triglycérides totaux et dans les 

chylomicrons et une charge en graisses négative [215]. Les entérocytes de souris Arfrp1vil-/- 

ainsi que les cellules Caco-2 déplétées en ARNm Arfrp1 absorbent normalement les acides 

gras mais sécrètent des chylomicrons dépélétés en triglycérides et le relargage d’ApoA-I est 

nettement diminué [215]. Les souris KO spécifiquement dans les hépatocytes (Arfrp1liv-/-) 

présentent un retard de croissance post-natal, une diminution des triglycérides, de l’apoA1 et 

de l’apoC-III plasmatiques [203, 213]. Sur le plan hépatique, l’expression du gène PLIN2 est 

augmentée, on observe : une accumulation de VLDL dans le Golgi, de triglycérides et de 

l’ApoC-III et une augmentation de la taille des gouttelettes lipidiques [203, 213]. Le 

métabolisme lipidique est altéré : on note une diminution des triglycérides-VLDL, un 

enrichissement des LDL en triglycérides et les fractions les plus denses correspondent à un 
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mélange de VLDL et d’HDL [203]. Les souris KO spécifiquement dans les adipocytes 

(Arfrp1ad-/-) sont lypodystrophiques par défaut de formation des gouttelettes lipidiques dans 

les adipocytes [216]. 

La protéine ARFRP1 est indispensable au stockage du glycogène et à la sécrétion de 

l’insulin-like growth factor 1 [217]. En revanche, cette protéine n’est pas indispensable à la 

sécrétion de toutes les protéines [217].  

I.1.4.4. FABP (Fatty Acid Binding Protein) 

Chez l’Homme, il existe au moins neufs protéines cytoplasmiques appartenant à la famille des 

FABP ; les deux FABP principales sont : FABP1 ou L-FABP exprimée dans le foie et 

l’intestin et FABP2 ou I-FABP spécifique de l’intestin [218]. Les gènes FABP1 et 2 sont 

situés sur les chromosomes 2p11 et 4q28-q31 et codent pour des protéines de 127 aa et 132 

acides aminés respectivement. Dans l’intestin, FABP1 et FABP2 sont présents du duodénum 

au colon, mais surtout dans le jéjunum et la protéine FABP1 (L-FABP) est 10 à 40 fois plus 

abondante que FABP2 (I-FABP) [219, 220]. La répartition des FABP n’est pas 

homogène : ces deux protéines sont surtout retrouvées dans la partie supérieure des villosités 

et sont absentes des cryptes chez l’Homme [220]. 

FABP1 et, à moindre taux FABP2, ont la capacité de générer des PCTV à partir du RE 

intestinal de rat [221]. Ceci a été confirmé par l’étude de souris Fabp1-/- : elles ont une 

capacité de formation de PCTV diminuée à 21% [222]. Par contre les PCTV générées par 

FABP1 en l’absence de cytosol ne peuvent pas fusionner avec le Golgi [221]. Ces deux 

protéines lient les acides gras, mais présentent deux différences majeures [223]. 

Premièrement, FABP2 est plus spécifique et ne lie que les acides gras à longue chaîne (AGL) 

alors que FABP1 lie également d’autres molécules comme les sn2-monacylglycérols, les 

lysophospholipides et les acides biliaires [224]. Deuxièmement, ces deux protéines peuvent 

transférer les AGL sur les membranes phospholipidiques mais en utilisant deux mécanismes 

différents : par interactions colisionnelles pour FABP2 et par diffusion aqueuse ou FABP1 

[224, 225]. Ceci traduit probablement des rôles différents : FABP1 pourrait réguler la 

concentration en acides gras libres cytosoliques alors que FABP2 pourrait être impliquée dans 

la capture ou le ciblage des acides gras vers les membranes subcellulaires [225].  

Le rôle différentiel des deux protéines FABP a été mis en évidence dans deux études : FABP1 

oriente les acides gras vers la voie oxydative et les monoacylglycérols vers la voie anabolique 

alors que FABP2 oriente les acides gras vers la synthèse des triglycérides [226, 227]. Les 
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souris Fabp1-/- incorporent moins le monoacylglycérol dans les triglycérides alors que les 

souris Fabp2-/- incorporent moins les acides gras dans les triglycérides [227].  

Les souris ko Fabp1-/- sont phénotypiquement normales lorsqu’elles sont alimentées 

normalement [228]. Après 48h de jeûne, elles présentent un défaut de sécrétion des VLDL et 

une diminution significative  d’accumulation de triglycérides hépatiques; la capture des acides 

gras par les hépatocytes en culture est normale mais atteint un plateau [228]. De plus, elles 

présentent une accumulation de triglycérides intestinaux en cas de régime riche en graisses et 

un défaut de sécrétion intestinale des triglycérides après charge en graisses [229]. Les études 

montrent des résultats contradictoires concernant la prise de poids (surpoids ou 

amaigrissement) et l’apparition ou non d’une stéatose chez des souris Fabp1-/- avec 

alimentation riche en graisses, qui pourraient dépendre des conditions expérimentales : sexe, 

présentation des graisses dans la nourriture [226, 227, 230, 231]. Leur sécrétion de 

chylomicrons est normale après charge en graisses [227]. 

Les souris ko Fabp2-/- sont phénotypiquement normales lorsqu’elles sont alimentées 

normalement [227]. Lorsqu’elles sont alimentées avec une nourriture riche en cholestérol, ces 

souris restent minces bien qu’elles présentent une absorption intestinale normale et une 

sécrétion augmentée de chylomicrons (p<0.05) [227]. 

I.1.4.5. ApoA-IV 

L’ApoA-IV est une protéine de 396 acides aminés (46kDa) codée à partir du locus 

APOA5-APOA4-APOC3-APOA1 situé sur le chromosome 11q23-qter.  

Chez l’Homme, l’ApoA-IV est synthétisée par l’entérocyte pendant l’absorption des 

lipides et sécrétée dans la lymphe à la surface des chylomicrons [232]. Différentes fonctions 

ont été décrites (revues dans [233]) : l’apoA-IV facilite le transfert de l’ApoC-II sur les LRTG 

et stimule la vitesse maximale (Vmax) de la LPL (lipoprotéine lipase)[233]. Elle favoriserait 

ainsi la clairance des LRTG. Elle intervient également dans le métabolisme des HDL : elle 

stimule la LCAT (lecithin cholesterl acyltransferase), favorise l’efflux du cholestérol, 

participe à la conversion des HLD3, module la CETP (cholesteryl ester transfert protein). Plus 

récemment, l’expression de l’ApoA-IV intestinale a été associéee avec l’absorption intestinale 

active des lipides. L’abondance de l’ApoA-IV est régulée par le statut nutritionnel : elle est 

augmentée lors d’une alimentaiton riche en graisses et diminuée en cas de malabsorption 

(ABL). 

Au niveau cellulaire, l’ApoA-IV favorise la sécrétion de lipoprotéines plus larges et 

plus riches en triglycérides [234]. En effet, l’expression de l’ApoA-IV humaine native dans 
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les cellules McA-RH7777 augmente la sécrétion des triglycérides de 20 à 35% et augmente la 

taille des VLDL1. Au contraire, l’expression de l’ApoA-IV avec mutation de la séquence 

KDEL (non retenue dans le RE) entraîne une diminution de la sécrétion de l’ApoB, des 

triglycérides et une accumulation de triglycérides dans les cellules McA-RH7777 et une 

diminution de la sécrétion de l’ApoB dans les cellules COS [234, 235]. L’ApoA-IV, qui 

interagit avec l’ApoB de taille supérieure à 25% quelle que soit sa lipidation, pourrait donc 

jouer un rôle de chaperone et favoriser la rétention des particules naissantes contenant de 

l’ApoB dans les compartiments cellulaires où se déroule la lipidation [234, 235].  

Des souris ko ont été générées mais présentent également une nette diminution de 

l’ApoC-III (les deux gènes sont situés sur le même locus) : les résultats obtenus avec ces 

souris sont donc à interpréter avec prudence ; au niveau intestinal, ces souris ne présentent pas 

de diminution d’absorption [236]. Le rôle de l’ApoA-IV pourrait se manifester seulement 

dans des conditions où les capacités de transport intestinal des lipides sont altérées [234].  

Au contraire, au niveau hépatique, l’expression de l’ApoA-IV, qui est régulée par le 

contenu intracellulaire en triglycérides, favorise l’efflux des triglycérides en favorisant 

l’expansion des VLDL sans augmenter le nombre de lipoprotéines contenant de l’ApoB et 

diminue le contenu intracellulaire en triglycérides [237]. Chez l’Homme, il semblerait que 

l’ApoA-IV soit synthétisée par le foie (http://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=APOA4, page consultée le 27/08/2014). 

I.1.4.6. ApoC-III 

L’ApoC-III est une apolipoprotéine échangeable de 99 acides aminés ; la protéine 

mature comporte 79 acides aminés. Elle est synthétisée principalement par le foie et l’intestin 

à partir du locus APOA5-APOA4-APOC3-APOA1 situé sur le chromosome 11q23-qter et 

sécrétée dans le sang dans les HDL et les VLDL [238].  

Les souris et les mini-cochons surexprimant le gène APOC3 humain ont une 

hypertriglycéridémie sévère et certaines présentent une stéatose hépatique [239-242]. 

Certaines études ont montré une surproduction de VLDL (augmentation du nombre de 

particules), de taille augmentée, plus riches en triglycérides, en ApoC-III et contenant moins 

d’ApoE et d’ApoC-II [239, 241]. Les souris ko (Apoc3-/-) présentent une diminution des 

triglycérides (70% de la normale) et du cholestérol HDL, sans qu’une diminution de la 

production des VLDL ne soit observée [243, 244]. 

Jusqu’en 2010, le rôle de l’ApoC-III était connu principalement dans la lipolyse (cf. 

chapitre lipolyse II.1.4. ), comme protéine inhibitrice de la LPL et inhibant la clairance 
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hépatique des LRTG, mais Sundaram et al ont montré que l’ApoC-III joue un rôle crucial 

dans l’assemblage des VLDL et l’incorporation des triglycérides dans le précurseur de 

lipoprotéine, indépendamment de la MTTP [245, 246]. Leur étude sur cellules McA-RH7777 

en présence d’oléate exogène montre que la surexpression d’ApoC-III entraîne une 

augmentation de l’ARN messager (ARNm) MTTP, de l’activité MTTP, des TG-VLDL1 gène-

dose dépendante et de la sécrétion d’ApoB48 et d’ApoB100 [246]. L’ApoC-III n’intervient 

pas dans la formation du précurseur des particules de lipoprotéines mais intervient dans la 

phase ultérieure, indépendante de la MTTP. Les protéines présentant les mutations les plus 

fréquemment retrouvées (p.A23T et p.K58E) sont incapables de promouvoir l’incorporation 

des triglycérides au cours de l’assemblage des VLDL : l’ApoC-III pourrait intervenir dans la 

lipidation et la maturation des VLDL et la fusion des particules de VLDL avec les gouttelettes 

lipidiques du RE [246, 247]. Chez l’Homme, une augmentation de l’ApoC-III dans les VLDL 

est associée à une augmentation de production plutôt qu’à une diminution du turnover des 

VLDL et les patients hypertriglycéridémiques présentent une surproduction de VLDL 

contenant de l’ApoC-III et une stagnation sanguine lipoprotéines [248]. Les sujets 

hypertriglycéridémiques présentent une augmentation de production de l’ApoC-III par rapport 

aux sujets normaux [249]. 
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I.2.  Synthèse intestinale des chylomicrons : la voie exogène 

I.2.1.  Lipoprotéines intestinales : chylomicrons 

L’intestin grêle sécrète à son pôle basal trois classes de lipoprotéines : les 

chylomicrons, qui sont majoritaires, les VLDL et les HDL [250]. Une synthèse d’ApoB100 

existe dans l’intestin sans que sa signification soit connue [251]. Les chylomicrons sont les 

plus grosses lipoprotéines retrouvées dans le sang circulant (100-500 nm de diamètre) mais 

elles ont une faible densité (<0,93 g/ml). Leur fonction est essentielle puisqu’il s’agit du 

transport des lipides apportés par la nourriture, en particulier les triacylglycérols. Les 

chylomicrons sont composés majoritairement de lipides puisque 85-92% de leur poids 

correspond à des triacylglycérols, environ 1-3% de cholestérol, moins de 6-12% de 

phospholipides et moins de 1-2% du poids correspondent à des protéines (ApoB48, ApoAI et 

ApoA-IV). Ils sont très hétérogènes non seulement en taille mais également dans leur 

composition. L’ApoB48 est présente en quantité minime mais est indispensable à leur 

sécrétion.  

I.2.2.  Absorption, synthèse et sécrétion des composants des chylomicrons 

dans les entérocytes 

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

de triglycérides. Chez le sujet sain, 97 à 98 % des triglycérides ingérés sont assimilés contre 

seulement 30 à 70 % du cholestérol. 

I.2.2.1. Triacylglycérides 

Dans la lumière du tube digestif, les triglycérides à chaîne moyenne (TCM) et longue 

(TCL) sont hydrolysés par la lipase pancréatique libérant ainsi les acides gras. Cette hydrolyse 

est plus rapide et plus complète pour les TCM que pour les TCL. Les TCM et les triglycérides 

à chaîne courte (TCC) sont également hydrolysés par la lipase intestinale. Les acides gras 

diffusent à travers la membrane entérocytaire quand leur concentration extracellulaire est 

supérieure à la concentration intracellulaire ; quand ce n’est pas le cas, l’absorption des acides 

gras libres est assurée par des protéines membranaires spécifiques : SLC27A1 (FATP selon 

l’ancienne nomenclature, solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 1), CD36 

(CD36 molecule (thrombospondin receptor)) [206].  

Dans le RE, les monoacylglycérols sont estérifiés avec les acides gras par la 

monoacylglycérol transférase en diacylglycérol (DAG) [206]. Les DAG sont soit estérifiés 
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soit avec un acide gras supplémentaire en triacylglycérols (TAG) par la diacylglycérol 

transférase (DGAT) soit avec la choline et l’éthanolamine en phospholipides par la choline et 

l’éthanolamine transférase [205, 206]. Dans les entérocytes, il existe au moins deux pools 

distincts de triacylglycérol (TAG) [252, 253]. Les acides gras à chaîne moyenne et courte ne 

sont pas ré-estérifiés : ils rejoignent directement le foie via la veine porte. Les acides gras à 

chaîne longue sont largement liés aux protéines FABP et la majorité est convertie en TAG 

dans les chylomicrons [218].  

I.2.2.2. Le cholestérol 

Le cholestérol estérifié alimentaire est hydrolysé dans la lumière intestinale. Le 

cholestérol libre est solubilisé par les acides biliaires dans des micelles et est absorbé par les 

cellules intestinales. La protéine NPC1L1 joue un rôle majeur dans l’absorption du 

cholestérol par les entérocytes. Dans les conditions normales, des microdomaines appelés 

rafts sont enrichis en protéine NPC1L1 : la liaison du cholestérol entraîne un changement de 

conformation, le recrutement de la protéine Numb et de clathrine, endocytose et transport vers 

les autres organelles [206, 254]. 

I.2.3.  Formation des chylomicrons 

Les mécanismes moléculaires conduisant à la synthèse et la sécrétion des 

chylomicrons dans les cellules épithéliales intestinales ne sont pas totalement élucidés. Deux 

éléments apparaissent toutefois. Bien que la synthèse des chylomicrons soit intimement liée à 

la synthèse de l’ApoB48, cette protéine ne suffit pas à former les chylomicrons et les cellules 

intestinales dépourvues de cette protéine peuvent synthétiser des chylomicrons contenant 

l’ApoB100. La formation des chylomicrons est donc une propriété particulière des cellules 

intestinales [255]. 

Les éléments connus de ce métabolisme ont été déduits de l’étude des malades 

souffrants d’ABL, de FHBL ou de CMRD, des modèles animaux ou cellulaires utilisés pour 

expliquer ces maladies (déficit en MTTP ou mutations de l’ApoB) ainsi que de l’utilisation de 

substances exogènes [256, 257]. 

Lorsque les études utilisent des modèles cellulaires, elles ne sont informatives que 

lorsqu’elles utilisent des cellules polarisées et de préférence intestinales. En effet, les 

entérocytes sont des cellules polarisées et il semblerait que la synthèse des lipoprotéines 

contenant l’ApoB soit différente entre l’hépatocyte et l’entérocyte [258]. D’autre part, il faut 

également tenir compte de la capacité ou non de ces cellules à synthétiser l’ApoB48.  



 

43 

I.2.3.1. Synthèse d’ApoB48, protéines impliquées dans le mRNA editing 

Dans les cellules intestinales, la majorité de l’ARNm de l’ApoB est ‘édité’ par un 

complexe composé d’au moins deux protéines : APOBEC-1 et l’ APOBEC-1 complement 

factor (ACF). Après la transcription, le complexe se lie à une séquence longue de 11pb riche 

en AU, 5pb en aval de la cytidine 6 666 (base 6538 sur la séquence NM_000388.2 selon la 

nouvelle nomenclature). Cette cytidine d’un codon glutamine est désaminée en uridine ce qui 

conduit à un codon stop prématuré (p.Gln2153*)[22, 25]. L’ARN édité est traduit en un 

polypeptide de 2 152 acides aminés masse moléculaire approximative 264 k Da [23], appelé 

ApoB48 car il correspond à 48% de l’ApoB100 (extrêmité N terminale). Cette capacité à 

synthétiser de l’ApoB48 dans les cellules intestinales est un élément qui apparaît au cours de 

la maturation fœtale et du développement [259-261].  

Chez l’Homme, on le retrouve principalement dans le duodénum, l’iléum et surtout le 

jéjunum où plus de 90% des ARN d’ApoB intestinaux subissent le « mRNA editing » [262] 

bien que la quantité de transcrit non edité varie de 2 à 19% selon les individus [259]. Moins 

de 2% des ARN d’ApoB hépatiques humains subissent le mRNA editing qui produisent donc 

uniquement de l’ApoB100, contrairement aux cellules hépatiques du rat, de la souris, du chien 

et des chevaux qui produisent conjointement de l’ApoB48 et de l’ApoB100 [25, 259, 260, 

262].  

L’Apobec1 intervient sous forme d’une holo-enzyme contenant deux protéines : 

Apobec-1, l’ARN-spécifique cytidine désaminase et son cofacteur A1CF qui représente la 

sous-unité liant l’ARN [263, 264]. Ce complexe, qui reconnaît une séquence de 11 

nucléotides (6661 à 6671), est nécessaire et suffisant pour désaminer plus de 90% de C en U 

en position 6666 de l’ARN de l’ApoB afin de former la protéine ApoB48. Plusieurs études 

ont montré qu’il existe en 3’ de la position c.6666 d’autres sites de désamination [265, 266]. 

D’autres protéines pourraient intervenir dans la régulation de l’activité de ce complexe : 

CUGBP-2, GRY-RBP, KSRP, hnRNPC1, ABBP1, ABBP2 [267]. 

 C’est un élément d’évolution qui n’est retrouvé que chez les mammifères [268] ; en 

cas de pénurie de nourriture ou de nourriture pauvre en graisses, l’ApoB48 est plus efficace 

pour l’absorption des graisses par les cellules intestinales que l’ApoB100 notamment sur les 

étapes précoces de la formation des chylomicrons [268]. Le rôle précis de cette adaptation au 

cours de l’évolution est mal connu mais le mRNA editing intestinal semble être un avantage 

de survie. Des études d’abolition ou de surexpression ont été menées chez les souris.  

Les souris ko Apobec-1-/- sont viables et en bonne santé [269, 270]. Elles sont caractérisées 

par l’absence complète de synthèse d’ApoB48 [269-271] témoignant l’absence de redondance 
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avec d’autres cytidine désaminases [22]. Les souris ko Apobec-1-/- ont été produites par 

différents laboratoires et les résultats concernant l’absorption intestinale sont contradictoires, 

montrant soit une absorption identique à celle des WT [269, 270], suggérant ainsi que la 

sécrétion d’ApoB100 par l’intestin est aussi efficace que celle d’ApoB48 pour l’absorption 

intestinale, soit une absorption réduite [268]. Ces souris sécrètent moins de lipoprotéines 

riches en triglycérides conduisant à l’accumulation de triglycérides dans la muqueuse 

intestinale, et les chylomicrons sériques sont plus gros que chez les souris sauvages [266, 

272]. Les entérocytes des souris ko alimentées normalement (chow fed) sont plus riches en 

triglycérides que ceux de souris WT [268]. Concernant leur phénotype lipidique, leurs 

concentrations de cholestérol et de triglycérides sont sensiblement identiques à celles des WT, 

cependant leur concentration d’ApoB est plus élevée et leur concentration de cholestérol HDL 

plus basse [270, 271]. Les souris Apobec1-/-/Mtp-/- IKO (souris KO intestinales) ont une 

mortalité augmentée lorsqu’elles sont alimentées normalement et une mortalité >90% 

lorsqu’elles ont une alimentation riche en graisses par défaut d’adaptation intestinale, 

activation exagérée de la voie UPR et augmentation du stress dans le RE [129]. 

Les souris Acf+/- sont viables, en bonne santé et fertiles ; par contre les souris ko Acf-/- ne sont 

pas viables [273]. De façon inattendue, chez les souris Acf+/- (50% d’expression de ACF), le 

mRNA editing de l’ApoB au niveau hépatique est augmenté  [273]. Les souris et les lapins 

avec surexpression hépatique de Apobec-1 présentent des dysplasies hépatiques et des 

carcinomes hépatiques [274] ; chez ces souris on observe également un hyperediting de 

l’ARNm sur d’autres sites en 3’ de la position habituelle. Ce complexe joue donc un rôle 

primordial dans la synthèse d’ApoB48 par les cellules intestinales.  

I.2.3.2. Reticulum endoplasmique 

L’assemblage des chylomicrons commence dans le reticulum endoplasmique [275, 

276]. 

Le modèle le plus actuel consiste en l’expansion du « core » de lipoprotéines 

primordiales qui ont une densité proche de celle des HDL et des LDL [276]. La MTTP est 

nécessaire à la synthèse de ces lipoprotéines primordiales et lors de l’expansion du core des 

lipoprotéines primordiales. L’ApoB interagit avec la MTTP et est lipidée (cf. I.1.1. ). 

Différentes protéines chaperones seraient utiles : MTP, Bip, Hsp110 pour éviter la 

dégradation de l’ApoB [276]. Des études suggèrent que les chylomicrons sont synthétisés 

dans le reticulum endoplasmique granuleux sous forme de particules denses (même densité 

que les HDL) comportant de l’ApoB48 et des phospholipides (CMHDL). Ces particules sont 
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ensuite converties en lipoprotéines plus larges (CML) par fusion avec des particules riches en 

triglycérides dépourvues d’ApoB dans le reticulum endoplasmique lisse [205, 206, 277]. La 

protéine Cideb semble également impliquée dans la lipidation des chylomicrons [212]. 

L’ApoA-IV est ajoutée à la surface des particules contenant l’ApoB48, permettant la 

formation de particules plus larges ; l’ajout de l’ApoA-IV stabiliserait et/ou maintiendrait la 

surface des pre-chylomicrons dans le RE permettant la lipidation du core lipidique [213]. 

L’acquisition de l’ApoA-IV facilite ensuite le transport des lipoprotéines en dehors du RE  

[278]. La figure ci-dessous représente cette hypothèse [278].  

 

Figure 10 : Modèle de l’assemblage des chylomicrons [206] 

ACAT acyl-coenzyme A (CoA):cholesterol acyltransferases, CD36 thrombospondin receptor, DGAT 
diacylglycérol transférase, FATP (SLC27A1 selon la nouvelle nomenclature : solute carrier family 27 (fatty acid 
transporter), member 1), FC free cholesterol, FFAs free fatty acids, MAGs monoacylglycerols. 

I.2.3.3. Transport entre le reticulum endoplasmique et le Golgi 

Comme nous l’avons évoqué précédemment, des vésicules de transport spécifiques, 

les vésicules transportant les pré-chylomicrons (PCTV : Pre-Chylomicron Transport 

Vesicle) assurent le transport entre le reticulum endoplasmique et le Golgi [157]. Il semblerait 

que cette étape de transport entre le reticulum endoplasmique et le Golgi soit une des étapes 

limitantes de la formation des chylomicrons [252]. Ce mode de transport entre le RE et le 

Golgi semble être spécifique des chylomicrons et ces vésicules des 350 à 500 nm de diamètre 

sont adaptées au transport des chylomicrons (100-500 nm de diamètre)[279].  
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La formation des vésicules (budding) requiert la présence de cytosol, d’ATP, de 

phosphokinase Cζ (PKCζ) et d’un complexe contenant VAMP7 (vesicle-associated 

membrane protein 7), v-SNARE (vesicule associated soluble N-ethylmaleimide sensitive 

factor attachment protein receptor), ApoB48, FABP1, CD36 et des protéines COPII : Sar1b, 

Sec23 et Sec24C qui ne sont disponibles qu’en présence de cytosol et ATP [156, 222, 280, 

281]. L’initiation de la formation des PCTV requiert la présence de la protéine FABP1 ou 

FABP2, qui, en l’absence d’ATP et de GTP, peuvent lier la membrane du RE et organiser le 

complexe prévésiculaire [221, 222]. Dans le cytosol, FABP1 est présente sous forme de 

multimère (Sar1b, SVIP (small VCP /p97 interactive protein), FABP1, Sec13) qui empêche la 

liaison de FABP1 avec la membrane du RE ; lorsque la PKCζ phosphoryle la protéine Sar1b, 

la protéine FABP1 est libérée de ce complexe et peut lier le RE [282] (cf. Figure ci-dessous).  

 

Figure 11 : Modèle de l’itinéraire de FABP1 du cytosol à la membrane du RE. [282] 

Cependant, le trafic et la fusion des PCTV avec le Golgi nécessitent les protéines 

COPII, Sar1, Sec23/24, Sec13/31, et le complexe de fusion SNARE composé de VAMP7, 

syntaxin 5, rBet1, vti1a [156, 283, 284]. La présence de la protéine VAMP7 est nécessaire 

mais n’est pas suffisante pour la fusion des PCTV avec le Golgi [221]. La présence des 

protéines Sar1 et Sec24C est indispensable pour la fusion sur la membrane du Golgi [221, 

284]. Ces vésicules sont entourées d’une bicouche lipidique ce qui permettrait de protéger 

les chylomicrons de l’action de la lipase alcaline intestinale qui se trouve dans le cytosol des 

entérocytes [156, 157]. Elles contiennent le triacylglycérol, l’ApoB48, la MTTP  et l’apoA-IV 

mais également la NADPH cytochrome c réductase et une phosphatase acide. Les PCTV 
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isolées à partir de cellules Caco2 surexprimant la protéine Sar1b comportent LFABP/FABP1, 

CD36, Sar1, Sec12/Sec23/24 et p125A [156, 202]. De plus, les PCTV contiennent très peu 

d’ApoA-I contrairement à l’appareil de Golgi et aux chylomicrons, ce qui laisse supposer que 

cette protéine, synthétisée dans le reticulum endoplasmique, utilise un autre mode de transport 

que les PCTV pour gagner le Golgi [156, 157].  

Bien qu’elles aient une taille importante, ces vésicules, comme les vésicules COPII 

contiennent des protéines Sec13, Sec31 et Sar1, laissant supposer qu’il pourrait s’agir de 

vésicules COPII alors que celles-ci sont habituellement de taille plus modeste (50-80 nm de 

diamètre) [145, 156, 157]. Ceci est contradictoire avec les observations de Kumar et al qui ont 

montré que les mouvements des triglycérides entre le reticulum endoplasmique et le Golgi 

sont indépendants du GTP [285], nécessaire à la formation des vésicules COPII. 

I.2.3.4. Le Golgi 

Dans le Golgi, les chylomicrons poursuivent leur formation; peu de choses sont 

connues au sujet de la maturation des chylomicrons dans le Golgi. Physiologiquement, le 

passage par l’appareil de Golgi est obligatoire puisque c’est le compartiment dans lequel 

l’ApoB48 des chylomicrons est glycosylée, la composition des lipides est modifiée, l’ApoA-I 

est incorporée [156, 286, 287]. La MTTP interviendrait également à ce stade de la synthèse 

des chylomicrons [90]. Récemment, Jaschke and al ont montré que la cascade ARFRP1-

ARL1-Golgin-Rab est nécessaire dans le Golgi pour la lipidation finale des chylomicrons et à 

l’assemblage de l’apoA-I aux chylomicrons [215]. 

I.2.3.5.  Sécrétion des chylomicrons  

Enfin, les chylomicrons sont transportés jusqu’à la membrane basolatérale de 

l’entérocyte, via un système vésiculaire séparé pour l’exocytose dans la lamina propria 

intestinale [275, 276]. 

I.2.4.  Facteurs influençant la sécrétion des lipoprotéines intestinales 

Les facteurs influençant la sécrétion des lipoprotéines intestinales sont multiples. Nous 

pouvons en particulier citer la transcription de l’ApoB, la quantité d’ApoA-IV et les 

perfusions de lipides. 

La perfusion de cellules intestinales par des solutions lipidiques conduit, en fonction 

du protocole expérimental utilisé, soit à une mobilisation du pool préexistant de 

triacylglycérol (cellules intestinales de lapins isolées) soit à une mobilisation du 
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triacylglycérol nouvellement synthétisé (perfusion in vivo et excision du duodénum) [252, 

288]. Quoiqu’il en soit, plusieurs études montrent que les perfusions prolongées (2 semaines) 

de repas riches en graisses augmentent la synthèse et la sécrétion de l’ApoB48, du TAG et du 

cholestérol estérifié et que cette augmentation dépend du type d’acides gras perfusés avec 

dans l’ordre décroissant huile de tournesol (riche en acides gras polyinsaturés n-6), 

l’alimentation mixte, l’huile de poisson (riche en AG polyinsaturés n-3) [288]. Cet effet n’est 

pas retrouvé après une seule administration. La perfusion par de fortes concentrations d’acide 

oléique entraîne l’assemblage et la sécrétion des chylomicrons, une augmentation de la 

sécrétion de l’ApoB mais n’a aucun effet sur la sécrétion d’ApoA-1 [289]. La sécrétion de 

l’ApoB augmente avec l’expression de la MTTP [115]. Chez les souris WT une alimentation 

riche en graisses entraîne une diminution de Ire1b, une régulation positive (upregulation) de la 

MTTP intestinale et une induction de stress dans le RE [115]. Cette régulation positive 

(upregulation) est inversement proportionnelle à la quantité d’Ire1b [115]. 

Des données récentes montrent que l’intestin sécrète continuellement des particules 

contenant de l’ApoB48 et que en période post-prandiale, ces particules fusionnent avec les 

gouttelettes lipidiques et sont sécrétées sous forme de larges particules enrichies en 

triglycérides [290]. 

I.3.  Synthèse hépatique des VLDL : la voie endogène 

I.3.1.  Etapes de la synthèse 

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), de 

quantités variables de triglycérides et de cholestérol estérifié dépendant de la taille des 

particules. Le foie synthétise des VLDL en incorporant les triglycérides provenant de 3 

origines : 1/ la capture des acides gras liés à l’albumine 2/ la capture des acides gras-

triglycérides des remnants de chylomicrons et de VLDL, 3/ de la synthèse de novo 

(lipogénèse) hépatique [291]. 

En période post prandiale, il existe une sécrétion de chylomicrons mais également une 

sécrétion de VLDL et le nombre de particules de VLDL en période post-prandiale est plus 

important que le nombre de chylomicrons [292, 293]. De plus, la composition des VLDL 

produites en période post-prandiale est différente de celle des VLDL produites à jeun : les 

VLDL produits à jeun sont plus riches en lipides insaturés [294]. 
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La synthèse des VLDL est mal connue. Des études sur cellules HepG2 et sur 

hépatocytes de rat suggèrent que la synthèse commence dans le RE, correspond à l’étape 

limitante, et se produirait en deux étapes [54, 57, 194].  

 

Figure 12 : Protéines et facteurs lipidiques affectant l’assemblage et la sécrétion des VLDL. [99] 

ADRP, adipocyte differentiation-related protein; AGPAT, acylglycerol-3-phosphate acyltransferase; CDP-C, CDP-
choline; CDP-E, CDP-ethanolamine; CT, CTP:phosphocholine cytidylyltransferase; DAG, diacylglycerol; DGAT, 
acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferase; ET, CTP:phosphoethanolamine cytidylyltransferase; G-3-P, glycerol-3-
phosphate; GPAT, glycerol-3-phosphate acyltransferase; LPA, lysophosphatidate; LPC, lysophophatidylcholine; 
LPE, lysophosphatidylethanolamine; MTP, microsomal triglyceride-transfer protein; PAP-1, phosphatidate 
phosphatase-1; PC, phosphatidylcholine; P-cho, phosphocholine; PE, phosphatidylethanolamine; P-eth, 
phosphoethanolamine; TAG, triacylglycerol; VLDL, very low density lipoproteins.  
 

Pendant la première étape (Figure 12, étape 1), l’ApoB est synthétisée dans le RE 

rugueux par lipidation co-traductionnelle (cf. précédemment). A cette étape se déroule le 

premier contrôle de qualité et l’ApoB peut subir une dégradation par le protéasome (voie 

ubiquitine) ou par autophagie (Figure 12, étapes 14 et 15) (cf. I.1.1. )[51, 63, 65]. La 

lipidation de l’ApoB conduit à la formation d’une petite particule appelée «  VLDL 

primordiale » de 10-20 nm [194, 295, 296]. Ces particules sont retenues dans le RE par 

liaison à des protéines chaperones comme la glucose-regulated protein 78 (gp78 ou BiP), la 

PDI, ERp72, GRP94/Hsp90 tant que la lipidation ou le repliement de l’ApoB ne sont pas 

correctes ; certaines protéines jouent également un rôle dans le relargage de la protéine lipidée 

de la membrane et sont retrouvées associées à l’ApoB dans le Golgi [297]. Ensuite, la 

lipidation se poursuit par fusion avec une gouttelette lipidique sans ApoB contenant l’apoC-

III et appelée « lumenal cytosolic droplets » qui est la source majeure de lipides pour 

l’assemblage des VLDL (Figure 12, étapes 2-5)[194, 204]. En plus des TG synthétisés de 

novo (catalyse par GPAT, AGPAT, PAP-1, et DGAT), les substrats triglycérides utilisés pour 
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l’assemblage des VLDL dérivent également de l’estérification des acides gras provenant des 

pools de triglycerides de la lumière du RE ou du métabolisme des phospholipides par la 

phospholipase A2 calcium-idependante (iPLA2) (Figure 12, étapes 6-7), ainsi que la 

phospholipase D stimulée par ARF1 [99, 296]. La MTTP ne semble pas être indispensable 

dans cette étape [298, 299]. Des études récentes ont impliqué la protéine Cideb dans la 

lipidation des VLDL dans le RE [209]. 

 

Figure 13 : Modèle en deux étapes de l’assemblage des lipoproteins contenant de l’ApoB dans le RE [112] 

Les TG des gouttelettes lipidiques luminales (LD) sont hydrolysés par des lipases (carboxylesterase3/ 
triacylglycerol hydrolase) et les produits plus facilement solubles dans la bicouche lipidique (DAG et MAG) sont 
ré-estérifiés par les acyltransférases du RE (DGAT) en TG. Les TG ainsi generés sont utilisés pour lipider les 
particules primordiales contenant de l’ApoB. La PLTP (Phospholipid transfer protein) peut transférer des 
phospholipides supplémentaires pour la maturation de la lipoprotéine. Les TG qui ne sont pas utilisés pour 
l’expansion de la lipoprotéine peuvent être stockés dans les gouttelettes lipidiques soit cytosoliques (processus 
médié par perilipine et FIT (fat storage-inducing transmembrane proteins)) soit luminales (processus médié par 
la MTP). CideB et CGI-58 (comparative gene identification 58) participent à l’assemblage des VLDL selon des 
mécanismes inconnus actuellement. CE, cholesteryl esters; ATGL, adipose triglyceride lipase; HSL, hormone-
sensitive lipase; DGAT, diacylglycerol acyltransferases; DG, diacylglycerol; MG, monoacylglycerol; FA, fatty 
acid.

Actuellement les mécanismes de fusion des ApoB primordiales avec les gouttelettes 

lipidiques ne sont pas totalement élucidés [112]. Les protéines qui semblent intervenir en plus 

de Cideb sont ARFRP1, périlipine 2, ApoC-III mais les mécanismes exacts et leur localisation 

subcellulaire (RE et/ou Golgi) ne sont pas clairs.  

Quand la lipidation et le repliement sont corrects, les particules peuvent être exportées 

vers le Golgi sous forme de VLDL2 et la maturation des VLDL se poursuit dans le Golgi 

(Figure 12, étape 8)[57]. Ce modèle en deux étapes distinctes a été établi après étude de 

cellules d’hépatome de rat cultivées en présence d’acide oléique, cependant, les hépatocytes 

primaires peuvent également procéder sans les deux étapes distinctes [17]. 

Le transport des VLDL entre le RE et le Golgi (revu par Tiwari et al) est une étape 

importante [300]. Dans les études les plus récentes sur cellules primitives hépatiques de rat, ce 

transport est assuré par des vésicules particulières, appelées VLDL transport Vesicles (VTV), 

Copyright © American Heart Association, Inc. All rights reserved. 
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de 100 à 120 nm de diamètre, protégeant l’ApoB [158]. La protéine Sar1 et la machinerie 

COPII sont nécessaires pour la formation de ces vésicules et très récemment, Fryer et al ont 

montré que la protéine Sar1b est impliquée dans la sécrétion des lipoprotéines hépatiques 

[155, 158, 162]. Tiwari et al ont montré que la protéine CideB interagit avec l’ApoB100, les 

protéines Sar1 et Sec24 et qu’elle est indispensable à la formation des VTV [211]. Ces 

vésicules ne contiennent pas VAMP7 [158, 211] ; la fusion des vésicules de transport avec le 

Golgi implique quatre protéines particulières : Sec22b qui lie l’ApoB dans le RE, GOS28, 

synthaxin5 et rBet1 [281].  

Dans le Golgi, l’ApoB100 subit une glycosylation, une phosphorylation, et un 

changement de conformation [55, 199, 301]. L’ApoE et l’ApoA-1 sont ajoutées aux VLDL 

dans ce compartiment [199, 302]. Les VLDL2 sont soit sécrétées directement, soit subissent 

une nouvelle étape de lipidation, permettant la formation de VLDL1 plus riches en 

triglycérides en particulier en présence d’acides gras et d’acide oléique [193]. Les VLDL sont 

ensuite exportées vers la membrane plasmique (transport antérograde) dans des vésicules 

spécifiques les PG-VTV (post TGN VLDL transport vesicle) dont la formation est dépendante 

de la présence de GTP [302]. Ces vésicules contiennent les protéines MTTP, VAMP7 et 

SNAP23 alors que Sec22 et Sar1 sont absentes [302]. 

La figure suivante récapitule la sytnhèse et la sécrétion des VLDL ainsi que les sites 

de dégradation de l’ApoB. 

 

Figure 14 : Assemblage des VLDL et dégradation de l’ApoB [56] 

Olofsson S , and Borén J Arterioscler Thromb Vasc Biol. 
2012;32:1334-1338 
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I.3.2.  Régulation de l’assemblage et de la sécrétion des VLDL 

Le nombre de particules de VLDL assemblées est déterminé par la quantité d’ApoB 

disponible qui est régulée non pas par la synthèse de l’ApoB mais par sa dégradation.  

I.3.2.1. Voie ERAD : dégradation par le protéasome et autophagie 

Comme nous l’avons vu précédemment (cf.I.1.1. ), la sécrétion de l’ApoB est unique car sa 

sécrétion est régulée par sa dégradation. L’assemblage des VLDL est régulé par cette étape 

d’ubiquitination par le protéasome dans la dégradation associée au RE (ERAD) [303]. La 

quantité de lipides présents régule la dégradation par la voie ERAD, la voie PERPP et par 

l’autophagie [61, 70, 304]. 

I.3.2.2. Voie UPR et stress dans le reticulum endoplasmique 

Le reticulum endoplasmique est le site majeur pour la synthèse et l’assemblage des VLDL. 

L’homéostasie du RE est maintenue par un phénomène adaptatif appelé unfolded protein 

response (UPR) via différents acteurs : inositol-requiring transmembrane 

kinase/endoribonuclease 1α (IRE1α), protein kinase R (PKR)-like ER kinase (PERK), et 

l’activating transcription factor 6 (ATF6α)[141]. Il existe de nombreuses preuves que l’UPR 

joue un rôle essentiel dans le métabolisme lipidique hépatique [305]. Des perturbations de 

l’homéostasie du reticulum endoplasmique peuvent stimuler la lipogénèse, inhiber la 

sécrétion hépatique des VLDL et entraîner une stéatose hépatique [306, 307]. La sécrétion 

hépatique des VLDL-triglycérides et de l’ApoB est inhibée en cas de stress dans le RE, ce qui 

contribue à la stéatose hépatique chez les souris obèses (avec nourriture riche en graisses) 

[307] 

IRE1α joue un rôle déterminant dans le maintien de l’homéostasie du RE en initiant 

l’épissage de l’ARNm de XBP1 pour enlever un intron de 26pb, créer un décalage du cadre de 

lecture et produire un facteur de transcription (XBP1s) qui régule l’expression de gènes 

impliqués dans l’homéostasie du RE [308]. XBP1 joue un rôle clé dans la lipogénèse 

hépatique [309]; la délétion de Xbp1 dans le foie de souris induit une lipogénèse hépatique et 

conduit à une hypolipidémie par diminution de sécrétion des TG-VLDL [309]. Les souris 

avec délétion hépatique de Ire1α, présentent dans les conditions basales une stéatose 

hépatique modeste ; par contre, elles développent une stéatose hépatique majeure après 

induction pharmacologique du stress dans le RE [310]. L’étude de Wang [141] a récemment 

montré que la délétion de Ire1α spécifiquement dans le foie (la délétion d’Ire1α est létale) 

n’affecte pas la lipogénèse hépatique mais empêche l’assemblage des VLDL dans le RE, 
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entraînant une diminution de l’export hépatique des VLDL riches en triglycérides et une 

augmentation des triglycérides hépatiques. La diminution d’assemblage des VLDL riches en 

triglycérides est liée à une diminution des triglycérides dans la lumière du RE par diminution 

de l’activité MTTP dûe à une diminution de l’expression de la P4HB (PDI) ; la synthèse et la 

sécrétion d’ApoB sont normales. Ces souris présentent une hypotriglycéridémie à jeûn et une 

hypocholestérolémie à jeûn et non à jeûn ; ces changements sont liés à une diminution des 

VLDL-triglycérides et du HDL cholestérol. La surexpression de P4HB (activité de chaperone) 

permet de restaurer partiellement la sécrétion des VLDL riches en triglycérides alors que la 

surexpression de XBP1s permet de la restaurer totalement, ce qui suggère que d’autres 

facteurs dépendants de XBP1s sont nécessaires à cette sécrétion. Cette étude [141] révèle 

également le rôle de la régulation transcriptionnelle de P4HB dans la sécrétion des VLDL 

riches en triglycérides. 

L’activation de l’axe XBP1/PDI/MTTP pourrait être un mécanisme impliqué dans la survenue 

de l’hypertriglycéridémie et de la NAFLD chez les rats avec obésité induite par le 

monosodium L-glutamate [311]. 

I.3.2.3. Régulation par la quantité de lipides disponibles 

La synthèse et la sécrétion de VLDL est influencée par la disponibilité des substrats qui est 

elle même régulée par les enzymes lipogéniques fatty acid synthase (FAS) et acetyl coA 

carboxylase ACC dont l’activité est contrôlée par SREBP-1c  [120, 312]. 

Dans les études avec des modèles cellulaires, la sécrétion des VLDL est influencée par la 

quantité de lipides disponibles dans le milieu [53]. Dans les études avec cellules primitives 

hépatiques de rat, plus la quantité d’acide oléique dans le milieu est importante, plus les 

VLDL exportées du RE contiennent des TAG et plus la quantité d’ApoB augmente [66, 158]. 

La quantité de stérols dans le milieu régule l’expression de la MTTP et la quantité de protéine 

présente dans les cellules HepG2 [118]. 

I.3.2.4. Régulation par l’insuline 

L’insuline joue un rôle central dans la coordination du métabolisme des lipides et plus 

particulièrement des triglycérides en diminuant la sécrétion de l’apoB et en favorisant la 

clairance des lipoprotéines [313]. En période post-prandiale, l’insuline favorise la capture des 

acides gras par les adipocytes et inhibe leur relargage. En période de jeûne, la concentration 

en insuline baisse et les acides gras sont relargués des adipocytes et délivrés au foie. Le foie 

réestérifie les acides gras et les sécrète sous forme de VLDL. 
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L’insuline influence la sécrétion d’ApoB via l’activité PI3 kinase et MAP kinase [51, 314, 

315]. L’insuline dévie une population de lipoprotéines contenant l’ApoB après le RE vers 

l’autophagosome dans les hépatocytes [316]. Lactivitié PI3-kinase et l’autophagy sont 

nécessaires pour que l’insuline stimule la dégradation de l’apoB [317]. 

 

Figure 15 : La régulation de la production hépatique des VLDL1 par l’insuline chez la souris 

dépend de FoxO1 [119] 

La MTTP est également régulée négativement par l’insuline [118]. L’inhibition de la MTTP 

et de la sécrétion de VLDL ApoB par l’insuline implique également l’activation de MAPK 

[318]. En présence d’insuline, FoxO1, Foxa2/Pgc-1 et FoxO6 sont phosphorylées, exclues du 

noyau et elles ne peuvent plus lier le promoteur de la MTTP ce qui entraîne une diminution de 

la sécrétion de VLDL contenant de l’ApoB [119, 120, 319]. 
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I.4.  Comparaison de la synthèse et de la sécrétion des chylomicrons et des VLDL 

La synthèse et la sécrétion des chylomicrons et des VLDL peuvent être résumées 

grâce au tableau et à la figure suivants : 

 Entérocytes Hépatocytes 

mRNA 
editing 

>90% ACF, APOBEC1 [259, 
262] 

<2% [25, 259, 262] 

RE MTP, Bip, Hsp110 [276, 320] MTP, Bip, Erp72, Hsp90 [321] 

Sortie RE PCTV : Sar1b, PKCζ, ATP, 
VAMP7, vSNARE, CD36, Sec23, 
Sec24C [156, 221, 222, 280, 281] 

VTV : Sar1b, Cideb, Sec24 ;  

absence de VAMP7  

[158, 162, 211] 

Fusion avec le 
Golgi 

Sar1, Sec23/24, Sec13/31, 
VAMP7, synthaxine 5, Vit1a, 
rBet1 [156, 221, 222, 283, 284, 
322] 

Sec22b, GOS28, synthaxine 5, rBet1 
[281] 

Post-Golgi ? MTTP, VAMP7, SNAP23 [302] 

Golgi ARFRP1, ArL1, Golgin, Rab 
[215] 

ARFRP1 [203, 213] 

Lipidation MTP, Cideb, ARFRP1, FABP1, 
FABP2, ApoA-IV [212, 213, 215, 
221, 222] 

MTP, Cideb, ARFRP1, FABP1, 
ApoA-IV, ApoC-III [201, 203, 207, 
211, 237, 246] 

Tableau 2 : Principales protéines impliquées dans la synthèse et la sécrétion des chylomicrons et des 

VLDL 
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II.  Catabolisme des lipoprotéines riches en ApoB 

II.1.  Protéines indispensables au catabolisme des lipoprotéines riches en 

triglycérides 

II.1.1.  La lipoprotéine lipase (LPL) 

La LPL est un membre de la « superfamille des lipases » qui inclut la lipase hépatique 

(HL), la lipase pancréatique (PL), la lipase endothéliale (EL) et les Drosophilia yolk protéines 

1, 2 et 3 (YP1, YP2 et YP3 respectivement) [323].  

Le gène LPL est localisé sur le chromosome humain 8p22. Ce gène est composé de 10 

exons, correspondant à environs 30kb. La lipoprotéine lipase (glycerol ester hydrolase, EC 

3.1.1.34) est composée de 475 acides aminés: les 27 premiers acides aminés correspondent au 

peptide signal [324]. Cette protéine de 55 kDa 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 [325, 326]. Les poumons 

ne synthétisent pas la LPL mais sont capables de la capter de la circulation [327]. 

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

pancréatique [328]. La LPL est organisée en deux régions structurellement distinctes : un 

domaine amino-terminal (résidus 28-3392) et un plus petit domaine carboxy-terminal (résidus 

340-4752), connectés par un peptide flexible [329]. Le domaine C-terminal est nécessaire pour 

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

la LPL [326, 330]. La forme active de la LPL correspond à un homodimère lié de façon non-

covalente et requiert l’ApoC-II comme activateur/cofacteur [331]. L’homodimère a une 

orientation tête-bêche  et l’activité LPL est déterminée par l’interaction d’un site catalytique 

sur une sous-unité et une reconnaissance du substrat sur l’autre sous-unité [331, 332]. La 

dissociation des dimères conduit à une inactivation irréversible de l’enzyme [333]. Cette 

inactivation est prévenue par la présence d’héparane sulfate et d’héparine [334].  

Plusieurs fonctions et domaines ont été identifiés dans les études de relation structure 

fonction (revues : Wang et al, Mead et al [326, 335]). 

                                                
2 Les acides aminés sont nommés selon la nomenclature officielle avec le premier acide aminé commençant à la méthionine 1. Dans les 

articles, les acides aminés sont nommés sur la protéine mature (ne tenant pas compte du peptide signal de 27 acides aminés) 
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La LPL hydrolyse les triglycérides présents dans les chylomicrons et les VLDL circulants. 

Cette réaction produit des acides gras libres et du 2-monoacylglycérol [326]. Le substrat 

préférentiel est l'une des liaisons ester primaires des triglycérides En l’absence d’accepteurs 

d’acides gras libres comme l’albumine, les acides gras libres et les monoacylglycérols 

s’accumulent au niveau du site d’hydrolyse et inhibent la réaction [336]. La triade catalytique 

de la LPL humaine contient le site actif à Ser159-Asp183-His2682, un trou oxyanion (Trp822, 

Leu 1602), et une structure boucle (résidus 81 à 912) /couvercle (résidus 243 à 2662) [328, 

337, 338]. L’activité catalytique est liée à un changement de conformation de la structure 

boucle couvercle [328]. La liaison de la lipoprotéine au substrat entraîne une modification 

conformationnelle menant l’ouverture du couvercle [338].  

La liaison au substrat lipidique fait intervenir le domaine C-terminal de la LPL [338-340]. 

Des sites de liaison au substrat ont été identifiés plus précisément : un cluster composé de 

tryptophanes (Trp417-Trp420-Trp4212) et une région 442-4382 et 442-VIFCSREK2) [339, 

340]. Le domaine important pour délivrer les substrats triglycérides au domaine catalytique 

est également responsable de la liaison des TRL à la surface de la cellule [341]. L’hypothèse 

la plus acceptée jusqu’à maintenant est que la LPL interagit avec les apolipoprotéines à la 

surface des lipoprotéines et notamment l’extrêmité N-terminale de l’apolipoproteine B, même 

après délipidation des LDL [35, 342, 343]. L’héparine et les glycosaminoaglycanes inhibent 

cette liaison LPL-ApoB ce qui modulerait in vivo le métabolisme de la LPL [343]. Cependant 

une autre étude montre que la délipidation des LDL empêche la liaison LPL-LDL ; 

l’interaction LPL-LDL se ferait donc non pas via l’ApoB mais via les lipides des LDL et 

notamment la phosphatidylcholine [344]. 

Quatre sites principaux de liaison (chargés fortement positivement)  aux héparanes sulfates 

(chargés négativement) sont décrits: ce sont deux sites principaux Arg290-Arg306-Lys307-

Arg3092 et Arg321-Lys323-Arg324-Lys3272, ainsi que deux sites secondaires Lys174-

Lys175-Arg1782 et Lys346-Lys430-Arg432-Lys434-Lys440-Lys4412 [328, 332]. Cette 

interaction peut entrer en compétition avec l’héparine. L’implication des ces groupements 

dans la liaison à l’héparine a été confirmée par mutagenèse dirigée [345]. Le site de liaison à 

l’héparine est situé de manière opposée au site actif suggérant que l’héparine ne joue pas de 

rôle direct dans l’activité catalytique de la LPL [332]. La forme dimérique est 6000 fois plus 

affine pour l’héparine et les HSPG (Heparan Sulfate ProteoGlycan) que la forme 

monomérique, expliquant la plus grande abondance de la forme dimérique à la surface de 

l’endothélium vasculaire. 

La LPL requiert la présence d’ApoC-II pour une activité maximale in vitro et in vivo (voir 

II.1.4. et II.2. ). Les données de la littérature sont contradictoires sur la localisation des sites 
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de liaisons de la LPL pour l’ApoC-II : des sites ont été identifiés sur la partie N-terminale  et 

le domaine C-terminal [330, 332, 346, 347]. 

Le domaine de liaison à GPIHBP1 (cf. II.1.2. ) implique le domaine de liaison des héparanes 

sulfates (K430, R432, K434, K440, K4412) mais également la partie C-terminale de la LPL 

(résidus 443 à 462) 2 [348-350]. La partie C-terminale de la LPL interagit avec le domaine 

Ly6 de GPIHBP1 [351].  

Enfin, la LPL jouerait d’autres rôles que la lipolyse des triglycérides des VLDL et des 

chylomicrons. La LPL qui facilite la capture des lipoprotéines est capable d’assurer une 

fonction non-catalytique de pontage moléculaire ; ainsi elle permet de lier de façon 

simultanée, à la fois des lipoprotéines et des surfaces cellulaires spécifiques telles que les 

HSPG, le LRP, le LDL récepteur, le récepteurs aux VLDL, le récepteur de l’apoE de type 2 et 

gp330 [352, 353]. La liaison de la LPL à ces récepteurs est indépendante du site catalytique et 

du site de liaison aux HSPG et requiert les acides aminés 407-4112 et 431-4682 [326]. 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 [326, 352, 354, 

355]. Cette fonction de pontage a également été décrite pour des cellules : la LPL serait 

capable de former des ponts en se liant aux HSPG exprimés à la fois sur les monocytes et les 

cellules endothéliales [356]. Elle joue également un rôle dans la prolifération des cellules 

musculaires lisses vasculaires, l’activation macrophagique et a des effets pro ou anti-

inflammatoires dépendants de l’agent stimulant [355, 357-359]. 

Il existe plusieurs niveaux de régulation d’expression et d’activité de la LPL : une 

régulation transcriptionnelle, une régulation post transcriptionnelle et des protéines 

activatrices et inhibitrices.  

Il existe dans le promoteur du gène de la LPL plusieurs motifs (revus dans [329, 355, 360, 

361]) dont : octamer (Oct-1 site) proximal ATTtriglycéridesCAT en -46 localisé entre les 

CAAT et TATA box, -91 à -83 (5’CCTCCCCC-3’) qui interagit avec Sp1, Sp3 et SREBP, 

des cis-element LP-α (-702 à – 666) et LP-β (-468 à -430) et un silencer  entre -54 et – 63 

kDa. Il existe également des éléments diminuant l’activité promotrice, identifiés en -225 et -

81 et entre -263 et -241 [329].  

Il existe également une séquence de régulation positive par l’insuline (Insuline Response 

Element)  dans l’exon 10 (région 3’UTR) : les hétérozygotes pour une mutation dans cette 

séquence ont une LPL masse plus basse (non significatif) [362]. 

Il existe de nombreux contrôles post transcriptionnels (modification de la stabilité de 

l’ARNm, de la glycosylation, de la liaison aux HSPG, de la dégradation) par : l’alimentation 
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ou l’état de jeûne, insuline, différentes cytokines, hormones thyroïdiennes revus dans [326, 

360], miRNA. 

Différentes protéines régulent l’activité LPL (revues [359]): ApoC-II, ApoC-III, ApoA-V, 

angiopoetin-like protein 3 (ANGPTL3), ANGPTL4, clivage par différentes convertases 

(PCSK3 ou furine, PCSK5, PCSK6 ou PACE4) [363-368]. 

Chez l’ Homme, plus de 220 mutations différentes du gène LPL affectant plus de 500 patients 

ont déjà été décrites [369]. Une délétion hétérozygote de la LPL n’entraîne le plus souvent pas 

d’anomalie du bilan lipidique, cependant une hypertriglycéridémie mineure à modérée est 

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

diabétiques, en cas d’éthylisme ou au cours de la grossesse [370]. Des mutations 

homozygotes ont été décrites, affectant la quantité ou la stabilité des transcrits, prévenant la 

sécrétion ou la stabilité de l’homodimère, la liaison à GPIHBP1 ou augmentant la sensibilité à 

sa dégradation [370]. Le déficit familial en LPL (revue [371]) est une maladie rare entraînant 

une hyperchylomicronémie sévère et une hyperlipoprotéinémie de type I. Une classification a 

été proposée : classe I défaut causant une perte totale de LPL, classe II production d’une 

enzyme catalytiquement inactive et classe III production d’une enzyme inactive ne liant pas 

les HSPG. La fréquence des homozygotes est estimée entre 1/500 000 et 1/1million. Les 

symptômes apparaissent habituellement dès la période néonatale (allaitement) ou tôt dans 

l’enfance : il s’agit de douleurs abdominales et de pancréatites. Cependant, certains patients 

présentent peu de symtômes jusqu’à l’âge adulte. Le risque principal est donc la pancréatite 

aigüe. Les autres symptômes sont : des xanthômes éruptifs (triglycérides>20g/L soit 22,6 

mmol/L), une lipémie rétinienne sans altération de la vision (triglycérides>40g/L soit 45,2 

mmol/L), une hépatosplénomégalie ou une hépatomégalie. Certains patients avec 

hyperchylomicronémie ont développé de l’athérosclérose [372]. Le diagnostic est 

habituellement réalisé par détermination de l’activité LPL post-héparinique mais les méthodes 

habituelles sont délicates ; il existe également des méthodes de dosage de LPL masse 

(ELISA). La recherche de mutations est également largement employée.  

II.1.2.  GPIHBP1 (Glycosylphosphatidylinositol-anchored high-density 

lipoprotein binding 1) 

Gpihbp1 est une protéine de 228 acides aminés, codée à partir du gène situé sur le 

chromosome 8q24.3. Cette protéine s’exprime dans le cœur, le tissu adipeux et le muscle 

squelettique. Elle est composée d’un peptide signal, d’un domaine acide d’un motif Ly6 riche 

en cystéine (lymphocyte antigen) (Cys65 à Cys136), d’une partie C-terminale hydrophobe, et 



61 

de l’ancre GPI (GPI anchor) qui peut être clivée de la membrane plasmique [349, 351]. Cette 

protéine est glycosylée et cette glycosylation est importante pour le trafic de GPIHBP1 à la 

surface cellulaire [373]. Cette protéine est exprimée exclusivement par les cellules 

endothéliales capillaires, sur la face luminale des capillaires du tissu adipeux brun, du cœur, 

des muscles squelettiques [374, 375]. 

Plusieurs revues ont resitué le rôle de cette protéine de découverte récente: Young et 

al, Adeyo et al [349, 351]. Cette protéine a été découverte en 2003 par Ioka et al du fait de ses 

propriétés de liaison aux HDL [376]. Les souris ko adultes présentent des 

hypertriglycéridémies majeures par accumulation de chylomicrons et de VLDL, une 

diminution de l’activité LPL post héparinique à T15 min, malgré une quantité de LPL 

tissulaire normale mais mal localisée [374, 375, 377, 378]. Elles présentent également une 

diminution des acides gras essentiels (AGE) et une augmentation de l’expression des gènes de 

la biosynthèse des lipides dans le tissu adipeux et l’effet inverse dans le foie [378]. Les souris 

Gpihbp1+/- présentent des concentrations de triglycérides similaires aux souris wt, le 

phénotype d’HTG apparaît à partir de 4 ou 5 semaines de vie [374, 377]. La protéine 

GPIHBP1 lie spécifiquement et avidement la LPL dans les capillaires et les chylomicrons 

grâce au domaine acide [374, 379]; le domaine Ly6 semble également important pour la 

liaison de la LPL [380-382]. Cette liaison stabilise la LPL et la protège contre la désactivation 

par ANGPTL3 et ANGPTL4 [383]. GPIHBP1 lie également le motif de liaison de l’héparine 

de l’ApoA-V via son domaine acide [374, 379, 384]. Elle lie la LPL dans les cellules 

endothéliales et la transporte dans la lumière capillaire où elle sert de plateforme à la lipolyse 

[374, 375]. En l’absence de GPIHBP1, la LPL est piégée dans l’interstitium entre les cellules 

parenchymateuses et n’est pas disponible pour la lipolyse des LRTG circulantes [375]. Le 

complexe GPIHBP1-LPL est responsable de la margination des lipoprotéines riches en 

triglycérides dans les capillaires [341]. 

Chez l’Homme, des mutations ont été recherchées par plusieurs équipes chez des 

patients présentant une hypertriglycéridémie et non porteurs de mutations sur les gènes LPL, 

APOC2, APOA5 : chez ces patients, des mutations sur GPIHBP1 n’ont été retrouvées que 

dans quelques cas. La transmission se fait selon un mode récessif, les hétérozygotes ont 

presque tous un profil lipidique normal [381, 385-387]. Des mutations à l’état homozygote ou 

hétérozygote composite ont été décrites chez des patients présentant des 

hyperchylomicronémies et une activité LPL post héparinique extrêmement basse 

(cf.discussion) [18, 369, 381, 385-393]. En revanche, l’activité et la masse de LPL dans le 

tissu adipeux et dans le lait maternel de patientes hétérozygotes composites sont normales 
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[389]. Enfin, le polymorphisme p.C14F dans le peptide signal a été plus fréquemment 

retrouvé chez les patients avec hyperchylomicronémie (p<0.001) : ce changement d’acide 

aminé diminue la capacité de transfert de la LPL à la surface des cellules [386, 393]. 

II.1.3.  Apolipoprotéine A-V (ApoA-V) 

L’ApoA-V est une protéine de 366 acides aminés, codée à partir du locus APOA5-

APOA4-APOC3-APOA1 situé sur le chromosome 11q23-qter [365]. La protéine mature de 

343 acides aminés est sécrétée après clivage du peptide signal. Elle est exprimée 

principalement par le foie  et dans le plasma on la retrouve principalement liée aux VLDL aux 

HDL et aux chylomicrons [365, 394, 395]. L’ApoA-V active la LPL liée aux protéoglycannes 

et accélère ainsi l’hydrolyse des triglycérides des chylomicrons et des VLDL [396-399]. Le 

mécanisme exact est mal connu mais il implique des interactions entre LPL, ApoA-V, 

protéoglycanes, et GPIHPB1 [398, 400]. Chez l’Homme, l’interrelation entre défaut d’ApoA-

V et défaut de lipolyse a été mise en évidence par l’étude de la cinétique de l’ApoB chez des 

patients hétérozygotes [401]. Plusieurs domaines actifs ont été identifiés : liaison aux lipides 

entre les résidus 192 à 238 et 301 à 343, activation de la LPL entre les résidus 192 à 238 et 

liaison à l’héparine entre les résidus 186 à 227 [402]. L’ApoA-V est retrouvée à forte 

concentration dans le foie et peut lier les récepteurs de lipoprotéines (LDLR, LRP-1, 

SorLa)[403, 404]. Enfin son rôle dans la liaison des LRTG aux protéoglycanes a été démontré 

récemment [405]. Son rôle sur la sécrétion des VLDL et des chylomicrons est controversé : 

l’ApoA-V diminuerait la sécrétion des triglycérides-VLDL par diminution de la lipidation de 

l’ApoB, de façon dose dépendante alors que chez la souris surexprimant l’Apoa-V humaine, 

la production des VLDL et des chylomicrons n’est pas affectée [396, 398, 399, 406, 407]. 

Chez l’Homme 2/3 hétérozygotes pour des délétions ont une production normale d’ApoB-

VLDL [401] ; la production des triglycérides n’a pas été évaluée. Enfin l’ApoA-V pourrait 

guider les triglycérides vers la formation de gouttelettes lipidiques diminuant ainsi la 

production des VLDL [408]. 

Les souris ko Apoa5(-/-) présentent des triglycérides plasmatiques 3-4 fois supérieurs 

aux souris WT, des VLDL plus larges, moins bon substrat pour la LPL in vitro et ayant une 

affinité plus faible pour le récepteur des LDL [365, 407]; les souris hétérozygotes Apoa5(+/-) 

présentent une augmentation intermédiaire des triglycérides [365]. Les souris surexprimant 

l’ApoA-V présentent une réduction de 1/3 des concentrations plasmatiques de triglycérides du 

fait d’une accélération de la lipolyse des triglycérides par la LPL sans modification de la 

production des VLDL et des chylomicrons [365, 398].  
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Chez l’Homme, des polymorphismes causant une augmentation des triglycérides de 

20-30% ont été décrits en population générale et modulent l’hypertriglycéridémie chez les 

diabétiques de type 2 [365, 409, 410]. Des mutations sur ce gène ont été rapportées chez des 

patients présentant une hypertriglycéridémie à l’état homozygote ou hétérozygote avec une 

transmission parfois considérée comme récessive ou codominante avec une prénétrance 

variable [18, 369, 401, 402, 404, 410-418]. Cependant des facteurs génétiques (association au 

polymorphisme p.S19W du gène APOA5, à des mutations hétérozygote LPL ou aux isoformes 

E2 et E4 de l’apoE) ou des conditions environnementales (grossesse, traitement 

oestroprogestatif, âge, diabète, obésité) supplémentaires sont nécessaires à l’expression de 

l’HTG [401, 402, 411, 413, 417, 419, 420]. Une diminution importante des triglycérides est 

parfois observée après régime/traitement voire un retour à une triglycéridémie normale après 

prise en charge ou suppression d’un facteur favorisant, par exemple post partum ou arrêt de 

contraception [413, 415, 417]. Il est intéressant de noter qu’un patient hétérozygote composte 

p.[Gln97*];[Asp332Valfs*4] sur le gène APOA5 avec génotype 2/3 présente une dyslipidémie 

mixte (cholestérol à 16,2 mmol/L pour des triglycérides à 19,9 mmol/L)[404]. 

II.1.4.  ApoC-I, ApoC-II, ApoC-III 

L’ApoC-II est une protéine de 79 kDa codée par gène APOC2 situé sur le 

chromosome 19q13.2 (cluster APOC1-APOC2-APOC4). Elle est synthétisée principalement 

par le foie mais également par l’intestin [421]. Cette protéine est active LPL humaine 

adipeuse in vitro [422]. Les souris surexprimant APOC2 présentent une hypertriglycéridémie 

par accumulation de VLDL. A faible concentration l’ApoC-II active la LPL alors qu’à forte 

concentration, elle l’inhibe [238, 423]. Les séquences de l’extrêmité C-terminale sont 

essentielles pour la liaison à la LPL [424]. Des mutations du gène APOC2 ont été décrites 

[425]. Les hétérozygotes pour des déficits en apoC-II ont un bilan lipidique normal [370].  

L’ApoC-III a été détaillé précédemment concernant la synthèse des VLDL. L’ApoC-

III inhibe la LPL (partie N-terminale de la protéine) et elle inhibe également la lipase 

hépatique (HL) [238]. Elle intervient également dans la liaison aux glycosaminoglycanes 

(GAG)  et la clairance des remnants par endocytose médiée par des récepteurs [426, 427]. 

L’ApoC-I est une protéine de 83 acides aminés codée par gène APOC1 situé sur le 

chromosome 19q13.2 (locus APOC1-APOC2-APOC4). In vitro, elle inhibe la LPL et les 

souris surexprimant l’ApoC-I ont une hypertriglycéridémie par défaut de capture hépatique 

[422, 428, 429]. L’ApoC-I inhibe la dégradation protéolytique et la liaison des VLDL au 

récepteur cellulaire [427]. 
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Récemment, l’étude de Larsson et al a montré que l’ApoC-I et l’ApoC-III inhibent 

l’activité LPL en la déplaçant des particules lipidiques (Intralipides et chylomicrons de rat), 

rendant la LPL ainsi plus vulnérable à l’action d’ANGPTL4 [430]. 

II.1.5.  ApoE 

L’ApoE est une protéine de 317 acides aminés soit 34.2 kDA, codée par le gène APOE 

situé sur le chromosome 19. Au cours de la lipolyse, l’ApoE est échangée entre les VLDL et 

les HDL. La conformation des isoformes E3 et E4 est différente selon les lipoprotéines et est 

modifiée au cours de la lipolyse [431, 432].   

Le rôle de l’apoE dans la lipolyse elle-même est controversé. In vitro l’ajout d’apoE 

augmente l’hydrolyse des particules riches en triglycérides [433]. L’ApoE permet la liaison 

des lipoprotéines aux HSPG et cette liaison permet l’internalisation des remnants riches en 

ApoE [434, 435]. L’exposition de l’ApoE à la surface de la lipoprotéine est fonction de la 

taille de la particule, de la façon dont l’ApoE arrive sur la lipoprotéine (échangée des HDL ou 

inclue dans l’assemblage de la lipoprotéine naissante) et de la façon dont la lipoprotéine a 

déjà été hydrolysée [436-438]. A l’heure actuelle, il y a peu de preuve que l’ApoE soit 

responsable de variations physiologiques de l’activité LPL [359].  

Cette apolipoprotéine est indispensable pour la capture efficace des remnants enrichis 

en cholestérol [439]. Ceci correspond à son rôle le plus connu. Enfin, l’ApoE des VLDL 

jouerait un rôle dans la modulation de l’inflammation monocytaire : le changement de 

conformation de l’ApoE observé au cours de la lipolyse la rend plus accessible au LPS, en 

particulier après lipolyse des VLDL produits à jeûn [432]. L’effet des isoformes de l’apoE sur 

l’inflammation induite par le LPS est différent : l’ApoE3 prévient cette inflammation alors 

que l’ApoE4 l’exagère. [432] 

II.1.6.  ANGPTL3 et ANGPTL4 (angiopoietin-like protein 3 et 4) 

Les ANGPTL sont des protéines angiopoïétine like. Elles ont en commun leur 

structure : une séquence N-terminale, une séquence spécifique, un domaine superhélice 

(coiled coil) et un domaine large fibrinogène angiopoietin-like domaine. Après sécrétion, ces 

protéines subissent un clivage sérique par des proprotéines convertases dont PCSK3, qui 

reconnaissent une séquence protéique RRKR. Le rôle des protéines ANGPTL3 et 4 a été revu  

par Lichtenstein [440].  

ANGPTL4 est une protéine de 406 acides aminés, codée par le gène ANGPTL4 situé 

sur le chromosome 19p13.3. Elle est produite par les hépatocytes, les adipocytes, les 
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myocytes, les cellules endothéliales, les cellules épithéliales intestinales, et les macrophages. 

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

elle est clivée au niveau du site 161RRKR164 en une portion N-terminale nANGPTL4 et une 

partie C-terminale (cANPTL4) [440]. Une fois sécrétée, ANGPTL4 interagit avec les HSPG  

et cette interaction est interrompue après administration d’héparine [441, 442]. ANGPTL4 est 

un inhibiteur de la LPL. Deux mécanismes ont été proposés : une conversion de la LPL active 

(dimère) en en LPL inactive (monomères) par la partie N-terminale d’ANGPTL4, et une 

inhibition non compétitive de la LPL [367, 443]. Cette inactivation est plus lente en présence 

de lipoprotéines ou de GPIHBP1 [383, 444]. ANGPTL4 inhibe également la lipase intestinale 

[445]. Chez l’Homme, les porteurs de la variation p.E40K sur le gène ANGPTL4 présentent 

une augmentation du HDL-C et une diminution des triglycérides mais une augmentation du 

risque cardiovasculaire [446-448]. 

ANGPTL3 est une protéine de 460 acides aminés, codée par le gène ANGPTL3 situé 

sur le chromosome 1p31.1-p22.3). Elle subit avant sécrétion une oligomérisation par des 

liaisons disulfides et, après sécrétion, est clivée au niveau du site 221RAPR224 [440]. La 

protéine ANGPTL8 pourrait activer la protéine ANGPTL3 [449]. Cette protéine est exprimée 

presque exclusivement dans le foie [440]. Clivée ou non, elle rend la LPL plus sensible à 

l’inactivation protéolytique par des proprotéines convertases et en favorisant le clivage de la 

LPL de la surface cellulaire, inhibe les fonctions catalytiques et non catalytiques de la LPL 

[368]. Chez l’Homme, des mutations ont été retrouvées et associées à l’hypolipidémie 

combinée familiale (FHBL2, OMIM#605019) par étude de l’exome [450]. Les patients 

homozygotes présentent une activité 3 fois plus élevée et une masse LPL plus élevée que celle 

observée chez des témoins [449, 451]. L’étude des patients a révélé que la protéine 

ANGPTL3 agissait sur les lipoprotéines contenant l’ApoB et l’ApoA1, sur les acides gras et 

le métabolisme du tissu adipuex [449].  

Les souris ko Angptl3-/- et Angptl4-/- présentent une augmentation de l’activité LPL 

post-héparinique et une diminution des triglycérides plasmatiques alors que la surexpression 

d’Angptl4 entraîne une augmentation des triglycérides [452]. Les souris Angptl4-/- présentent 

également une augmentation du poids corporel et une augmentation de l’accumulation de 

triglycérides dans l’intestin [445]. L’inhibition d’Angptl4 chez les souris Gpihbp1-/- diminue 

nettement les triglycérides alors que l’inhibition d’Angptl3 chez les souris Gpihbp1-/- diminue 

plus modérément les triglycérides [383]. 
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II.1.7.  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 

(triglycéridesACGTCA) et box-B-like de régions promotrices [453]. Cette protéine est 

hautement et sélectivement synthétisée par le foie et l’intestin grêle; HNF4α (nuclear 

hormone receptor) est indispensable à l’expression de CREB-H dans le foie et mais pas dans 

l’intestin  [454]. Son expression est induite dans des conditions de jeûne et supprimée par la 

réalimentation [455]. Son activation nécessite un clivage séquentiel de la protéine précurseur 

par des protéases du Golgi libèrant la partie N-terminale mâture, qui se localise dans le noyau 

(appelée CREB-H(N)), et joue un rôle de transactivateur transcriptionnel [456]. Cette protéine 

est un composant important dans de la réponse inflammatoire systémique au cours du stress 

dans le RE des cellules hépatiques [454]. Plus récemment, elle a été impliquée dans la 

régulation du métabolisme lipidique. L’étude des souris Creb3l3-/- a montré que ces souris 

présentaient une concentration en triglycérides et ApoB plasmatiques significativement plus 

hautes que les souris wild-type [455]. Chez ces souris, l’accumulation de VLDL plus riches 

en triglycérides est la conséquence d’une diminution de la clairance des triglycérides du 

plasma (et non d’une surproduction hépatique), par diminution de l’expression de 

coactivateurs de la LPL (ApoC2, ApoA4 et ApoA5) et une augmentation de l’apoC3 [455]. 

CrebH contrôle l’expression du gène APOA4 [457]. Chez l’Homme, des mutations à l’état 

hétérozygote ont été retrouvées sur ce gène des individus présentant une hypertriglycéridémie 

(> 3,37 mmol/L) (cohorte décrite par Johansen et al [458]); aucune mutation n’a été retrouvée 

dans une population normotriglycéridémique témoin. Toutes les mutations sont localisées 

dans la région N-terminale active  [455]. 

Des études supplémentaires sont nécessaires pour connaître les mécanismes cellulaires exacts 

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

autres protéines régulatrices de la transcription. 

II.2.  La lipolyse 

Le terme de lipolyse désigne l’hydrolyse des triglycérides en acides gras sous l’action 

de lipases. Nous ne nous intéresserons ici qu’à la lipolyse intravasculaire qui dégrade les 

triglycérides associés aux lipoprotéines en acides gras. 

Les chylomicrons transportent les triglycérides vers le tissu adipeux pour stockage et 

vers les organes vitaux (cœur, muscles squelettiques) pour leur rôle énergétique. Les 

triglycérides contenus dans les chylomicrons et les VLDL sont lipolysés sous l’action de la 
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lipoprotéine lipase dans la lumière capillaire principalement du cœur, du muscle squelettique, 

et du tissu adipeux [360, 459, 460].  

II.2.1.  Synthèse de la LPL et exposition dans la lumière capillaire 

La LPL est synthétisée dans les cellules parenchymateuses mais son site d’action est la 

lumière capillaire. La sécrétion de la LPL est dépendante du facteur de maturation de la lipase 

(LMF1), protéine transmembranaire localisée dans le RE impliquée dans la maturation de la 

LPL et de l’HL [461]. Dans le RE, la LPL peut subir une dégradation par le protéasome en 

cas de mauvais repliement (selon un principe qui semble équivalent à la dégradation de 

l’ApoB). En l’absence de LMF1, la LPL ne peut pas former de dimère et subit une 

dégradation intracellulaire [462]. La LPL est transportée par la protéine GPIHBP1, une 

protéine GPI-ancrée des cellules endothéliales des capillaires : GPIHBP1 associée à la LPL 

serait capable de circuler de manière bidirectionnelle à travers les cellules endothéliales [375, 

463]. La protéine ANGPTL4 peut inhiber la LPL ; Dijk et Kersten ont proposé récemment 

que GPIHBP1 et ANGPTL4 entrent en compétition pour la liaison de la LPL avec 

ANGPTL4, «capturant » la LPL dans l’espace subendothélial via ses liaisons avec la matrice 

extracellulaire et GPIHBP1 emmenant la LPL à travers l’endothelium [464].  

 

Figure 17 : Hypothèse du mécanisme d’inhibition de la LPL par ANGPTL4 [464] 

Après la sécrétion de la LPL et d’ANGPTL4 dans l’espace subendothélial, le transport de la LPL dans la lumière capillaire 
pourrait être assuré par deux mécanismes. Le mécanisme principal implique GPIHBP1 capturant la LPL dans l’espace subendothélial et le 
transportant dans la lumière capillaire. ANGPTL4 est lié à la matrice extracellulaire, retient et inhibe la LPL. En presence de GPIHBP1, une 
expression élevée d’ANGPTL4 est nécessaire pour dépasser la compétition avec GPIHBP1. ANGPTL4 est sécrétée dans la lumière capillaire 
sous forme cliviée, inhibe l’activité LPL dans l’endothelium en favorisant la conversion en monomères inactifs. Le second mécanisme 
implique un transporteur non identifié et peut être interrompu en presence d’ANGPTL4. En l’absence de GPIHBP1, ANGPTL4 retient la 
LPL dans l’espace subendothelial (a). La perte d’ANGPTL4 libère la LPL ce qui permet son transport à la surface endothéliale via un 
transporteur non identifié (b).  
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La sécrétion de la LPL est influencée par la liaison aux HSPG : diminution de la 

dégradation intracellulaire de la LPL, et diminution de l’internalisation et dégradation [465-

467]. Les HSPG sont localisés dans des rafts à la surface des cellules endotéliales dans les 

petits capillaires des tissus sécrétant la LPL, et sont les stations d’ancrages (« docking-

stations ») de la LPL [380]. 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 

[354, 468-470]  Les syndécan HSPG se déplacent latéralement vers les rafts, les molécules 

GPI ancrées se déplacent également vers ces rafts [471, 472].  

II.2.2.  Margination des LRTG 

Pour que la lipolyse ait lieu, l’ApoC-II à la surface des LRTG est nécessaire [363]. De 

plus, les lipoprotéines doivent « s’arrêter » sur la face luminale des capillaires : ce phénomène 

s’appelle la margination. Goulbourne et al [341] ont montré que 1/ la margination des TRL 

dans les capillaires dépendait du complexe LPL-GPIHBP1 2/ implique le domaine de liaison 

des lipides de la LPL 3/ peut être bloquée par l’héparine 4/ la liaison de la LPL aux HSPG est 

inefficace pour promouvoir la margination des TRL [341]. Il existe au niveau des 

« nanovilli » qui s’étendent depuis la surface des cellules endothéliales dans la lumière 

capillaire des bicouches lipidiques particulières, « lipid bilayer planes », contenant la LPL et 

GPIHBP1 qui pourraient jouer un rôle dans la capture des LRTG [341]. En période post 

prandiale, les chylomicrons entrent en compétition avec les VLDL pour le métabolisme des 

triglycérides par la LPL, et constituent un substrat préférentiel pour la LPL [292, 473]. Les 

IDL et les LDL sont également des inhibiteurs non compétitifs de la lipolyse [474]. 

II.2.3.  Hydrolyse des LRTG 

Une fois que les LRTG sont liés, la LPL hydrolyse les triglycérides, entraînant le 

relargage des acides gras libres et la transformation des LRTG en remnants.  
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Figure 18 : Hydrolyse périphérique des triglycérides [380] 

La LPL peut lier les VLDL, les chylomicrons et les LDL de sujets non 

hypercholestérolémiques mais elle a une affinité 50 fois plus importante pour les 

chylomicrons que pour les VLDL [475]. 

La lipolyse des VLDL post-prandiaux génère deux fois plus d’AG non estérifiés que la 

lipolyse des VLDL produits à jeûn [431]. Les AG 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 [360, 380]. Les remnants ont alors deux devenirs possibles : 

certains IDL et les remnants de chylomicrons sont captés par le foie alors qu’une partie des 

VLDL est ensuite convertie en IDL puis en LDL [476]. Au cours de la lipolyse, l’ApoE et 

l’ApoC-III se détachent des VLDL et sont captées par les HDL et des échanges 

d’apoprotéines ont lieu entre les HDL et les VLDL [248]. Les VLDL et les chylomicrons 

s’enrichissent en ApoE au cours de la lipolyse et cet enrichissement pourrait empêcher 

l’action catalytique de la LPL et orienter les remnants vers une recapture hépatique [248, 434, 

477, 478]. La LPL elle-même pourrait se dissocier de l’endothélium au cours de la lipolyse, et 

circuler possiblement attachée aux remnants [479]. La LPL a été détectée dans le plasma, 

principalement associée aux VLDL ; les lipoprotéines riches en ApoB porteuses de la LPL, en 

particulier les chylomicrons, diminuent significativement plus rapidement après une charge en 

graisses que celles ne portant pas la LPL ; la LPL faciliterait donc la capture des lipoprotéines 

qui la contiennent [320, 480, 481]. 
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II.2.1.  Devenir des LRTG hydrolysés 

Après chaque étape de lipolyse, la LPL doit interagir de nouveau avec une 

lipoprotéine qui aura échappé à la clairance hépatique. Une augmentation des interactions 

avec les récepteurs hépatiques conduit à un moindre pourcentage de VLDL persistant dans la 

circulation. Seules certaines classes de VLDL sont destinées à être transformées en LDL 

[482]. Cela dépend de la taille et de la composition des VLDL. Les VLDL de petite taille 

(contrairement aux VLDL de grande taille) peuvent également être le substrat de la lipase 

hépatique. [483]. La majorité (90%) des VLDL sécrétées contient de l’ApoC-III et 40% de 

ces VLDL avec ApoC-III contiennent également de l’ApoE [248]. Moins de 10% des VLDL 

sécrétées contiennent ni ApoC-III, ni ApoE [248]. Les lipoprotéines riches en triglycérides 

sans ApoC-III et sans ApoE sont presque exclusivement lipolysées en IDL ; celles qui 

contiennent de l’ApoC-III mais pas d’ApoE sont majoritairement converties en LDL ; celles 

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

captées de la circulation ; celles qui contiennent de l’ApoC-III et de l’apoE sont 

majoritairement captées de la circulation avant d’être transformées en LDL [248]. L’ApoE 

joue un rôle crucial dans le métabolisme des TRL en le redirigeant vers la captation et 

l’ApoC-III inhibe cette voie [248]. 

II.2.1.1. Capture hépatique des remants 

Cette capture fait intervenir différentes protéines, les récepteurs de la famille du LDLR 

(LDLR, LRP1), SRB1 et une interaction directe avec les HSPG et plus particulièrement 

syndecan-1 [469, 484-487].  

Le LDLR intervient mais n’est pas le mécanisme principal [380].  

Les HSPG qui interviennent dans la capture hépatique des remnants consistent en une 

protéine, syndecan-1, avec 3 chaînes héparane sulfate attachées : les HSPG hépatiques sont 

fortement sulfatés [486]. Cette voie est importante puisque des anomalies sont retrouvées en 

cas de délétion ou de surexpression de gène impliqué dans leur métabolisme. En effet, lorsque 

l’expression du gène NDST1 (N-deacetylase/N-sulfotransferase (heparan glucosaminyl) 1, 

enzyme impliquée dans la sulfatation des HSPG) est inhibée au niveau hépatique, les souris 

présentent une hypertriglycéridémie et une accumulation de remnants ; un polymorphisme de 

SULF2 (sulfatase 2), protéine impliquée dans la dégradation des HSPG, a également associé à 

la clairance post-prandiale des remnants LRTG [380, 488]. De plus, une induction ou une 

délétion du gène SULF2 est associée à une diminution ou une augmentation de la clairance 

des remnants de lipoprotéines [487]. Chez la souris, l’ApoE et l’ApoA-V sont les 
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lipoprotéines principales intervenant dans la capture des LRTG par les HSPG et la clairance 

des LRTG par cette voie est athéroprotective [405].  

Des études in vitro et in vivo suggèrent que SRB1 jouerait plutôt un rôle de plateforme mais 

ne permettrait pas la capture et l’internalisation [487].  

Le rôle de LRP1 est moins clair : LRP1 interviendrait en particulier pour les remnants 

enrichis en apoE, en complexe avec les HSPG  [485, 486].  

La capture implique l’ApoE, la LPL et l’action de l’HL qui ensemble favorisent la 

clairance hépatique rapide [485, 486]. Les remnants de chylomicrons pénètrent dans 

l’endothelium fenestré dans le foie et et interagissent avec le LDLR ou bien lient les HSPG et 

sont soit internalisés directement soit via LRP1 [470]. La voie dépendant du LDRL a une 

faible capacité, une grande affinité et conduit à une endocytose rapide (10-15 min) via des 

puits recouverts de clathrine, alors que la voie dépendant des syndécanes présente une grande 

capacité, une affinité moyenne et conduit à une endocytose lente (1-2h) via un mécanisme 

dépendant de la cavéoline  [486, 487]. 

La capture des remnants de chylomicrons est illustrée ci-dessous : 

 

 

Figure 19 : Capture hépatique des remnants de chylomicrons  [487] 

II.2.1.2. Conversion des IDL en LDL  

La conversion des VLDL en LDL nécessite des étapes de lipolyse multiples et fait 

intervenir la LPL. Le rôle de l’HL dans cette conversion est controversé [290].  
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L’HL est une lipase dont la séquence protéique présente 40% d’homologie avec la 

LPL. Cette enzyme est une phospholipase et une triglycéride lipase [489]. Elle présente une 

faible action d’hydrolyse des triglycérides de chylomicrons, mais hydrolyse les triglycérides 

des remnants de chylomicrons, des IDL et des HDL [490]. Elle joue également un rôle de 

ligand pour favoriser la capture des lipoprotéines par les récepteurs et les protéoglycanes 

[490]. 

La HL jouerait un rôle dans la conversion VLDL-IDL-LDL, mais semble jouer un rôle 

mineur dans le métabolisme des remnants de chylomicrons ; son rôle est non limitant [292, 

459, 483]. L’activité HL est corrélée à la diminution d’ApoB observée après infusion 

d’héparine [491]. 

Les LDL ainsi métabolisées seront ensuite captées par le LDLR. 

 

 

 

Après ce rappel sur la synthèse et le catabolisme des LRTG, nous allons exposer les 

enjeux de nos travaux.  
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III.  Enjeux du travail 

Le but de notre travail est de progresser dans la compréhension des maladies rares 

dues à des anomalies du métabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides. Ces patients 

constituent des modèles cliniques exceptionnels : ils permettent d’étudier l’impact de variants 

génétiques rares sur l’organisme humain, d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et 

également d’envisager les effets indésirables à long terme des traitements ciblant des 

protéines impliquées dans le métabolisme des triglycérides. 

Une première approche a consisté à étudier le phénotype des patients présentant un 

défaut génétique de sécrétion des lipoprotéines riches en triglycérides. Nous nous sommes 

intéressés aux patients atteints d’abetalipoprotéinémie (ABL), d’hypobetalipoprotéinémie 

(FHBL) et de maladie de rétention des chylomicrons (CMRD) causées respectivement par des 

mutations sur les gènes MTTP, APOB et SAR1B. L’étude de ces patients, qui a initialement 

permis la découverte de ces protéines, est indispensable pour évaluer leur rôle et l’effet de 

leur inhibition au long cours chez l’Homme. En effet, les études in vivo chez l’animal sont 

impossibles : la délétion de ces gènes est létale chez la souris [73, 74, 110, 124]. Les études in 

vivo sont donc réalisées chez des souris avec délétions des gènes spécifiques d’organe qui ne 

permettent pas d’appréhender l’impact de mutations sur l’organisme entier ; en outre le 

métabolisme des lipoprotéines est différent chez les souris. L’étude du phénotype de ces 

patients est donc le seul moyen de cerner les rôles exacts des protéines déficientes (impact de 

ces anomalies sur le métabolisme des autres lipoprotéines, conséquences chez l’Homme), 

mais également d’évaluer les effets indésirables à long terme des thérapeutiques 

hypocholestérolémiantes ciblant ces gènes ou protéines. En effet, dernièrement, le lomitapide 

et le mipomersen, respectivement inhibiteur de la MTTP et de la sécrétion d’ApoB ont obtenu 

une autorisation de mise sur le marché pour le traitement de l’hypercholestérolémie 

familiale [13, 14]; des inhibiteurs sélectifs de la MTTP intestinale sont en cours d’étude chez 

l’animal [492]. Il nous a donc paru essentiel d’étudier le phénotype des patients présentant ces 

maladies rares, en associant les malades de notre cohorte et tous les cas publiées avec 

mutations délétères.  

La seconde approche a consisté en l’exploration phénotypique des patients présentant 

une hypertriglycéridémie sévère. En effet, l’étude génétique seule n’est pas suffisante pour 

l’exploration, le diagnostic de ces patients et la compréhension de la physiopathologie : des 

anomalies génétiques sur les gènes LPL, APOC2, APOA5, GPIHBP1 ne sont retrouvées que 

dans 50% des cas d’hyperlipoprotéinémie de type I, et interviennent en association avec les 

facteurs environnementaux (vieillissement, diabète, obésité, erreurs diététiques) dans 
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l’hyperlipoprotéinémie de type V [18, 493]. De plus, il existe une importante régulation 

transcriptionnelle (revues : Mead et al, Enerback et al, Merkel et al [326, 360, 361]) et post-

transcriptionnelle de l’expression des gènes impliqués dans le catabolisme des triglycérides 

faisant intervenir non seulement les protéines régulatrices vues précédemment mais également 

les miRNA, et des interactions gène-diététique [494-497]. Du fait de l’existence de ces 

pathologies génétiques inexpliquées et des modulations de l’expression du gène 

multifactorielles et difficiles à mettre en évidence, il nous a donc semblé indispensable de 

développer une mesure de l’activité LPL post héparinique, afin d’avoir la capacité  de 

quantifier les capacités lipolytiques de la LPL [329].  

Enfin, des modulations de phénotypes sont suspectées devant la variabilité observée 

chez les patients issus de mêmes familles. Il nous semble donc important d’explorer 

simultanément les principaux gènes impliqués dans les dyslipidémies. Les techniques de 

séquençage direct systématique sur plusieurs gènes étant longues à mettre en œuvre, nous 

avons développé dans le laboratoire une technique de séquençage nouvelle génération (NGS). 

L’exploration des patients par cette technique permettra non seulement de détecter rapidement 

et simultanément des mutations sur les gènes APOB, RLDL, PCSK9, LPL, APOA5, APOC2, 

LMF1 mais également une meilleure compréhension des variabilités de phénotype en 

détectant des mutations et/ou polymorphismes associés, sur d’autres gènes. A ce titre nous 

présentons un exemple montrant la complexité de l’interprétation des résultats offerts par le 

NGS. 
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Deuxième partie : présentation des travaux 
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I.  Hypocholestérolémies par mutations sur les gènes SAR1B, 

MTTP et APOB 

L’abetalipoprotéinémie (ABL, OMIM#200100), l’hypobetalipoprotéinémie FHBL 1 

(OMIM#615558) homozygote ou hétérozygote composite (Ho-FHBL) et de la maladie de 

rétention des chylomicrons (CMRD, OMIM#246700) ont en commun d’être des maladies 

héréditaires entraînant une malabsorption sévère des graisses associée à un retard de 

croissance dans l’enfance. Elles se caractérisent par une absence sélective de chylomicrons 

après un repas riche en graisses, par une diminution du cholestérol total et par un défaut de 

vitamines liposolubles. 

Le premier travail a consisté à mettre au point la recherche de mutations sur le gène 

SAR1B par séquençage direct et génotyper 15 patients chez lesquels le diagnostic de CMRD 

était suspecté (article 1). Suite à la publication de Jones et al [7], il nous a paru essentiel de 

confirmer ce diagnostic qui, jusqu’alors, était suspecté sur des critères cliniques (diarrhées, 

retard de croissance), biologiques (hypocholestérolémie avec triglycérides normaux, absence 

d’apparition des chylomicrons après charge en graisses, bilan lipidique normal des parents), et 

les résultats de l’endoscopie : les biopsies intestinales montrant une muqueuse intestinale 

blanche, surchargée de gouttelettes lipidiques entérocytaires). Notre équipe a ensuite présenté 

le suivi de cette cohorte ([498], cf. annexe 1) et participé à la proposition de recommandations 

pour le diagnostic et la prise en charge de cette maladie rare ([499], cf. annexe 2). Nous avons 

enfin réalisé une revue des cas diagnostiqués au laboratoire et dans la littérature et modélisé 

l’impact moléculaire des mutations faux sens (Sassolas et al chapitre de livre, annexe 3) : 

cette étude a permis de déterminer les régions de la protéine Sar1b indispensables pour la 

sécrétion optimale des chylomicrons.  

Nous avons également réalisé le diagnostic moléculaire chez 14 patients présentant 

une ABL ou une Ho-FHBL. L’ABL (maladie autosomique récessive) et l’Ho-FHBL (maladie 

autosomique co-dominante) sont parfois difficiles à distinguer puisqu’elles partagent des 

symtomatologies cliniques et biologiques tres proches. L’orientation diagnostique est souvent 

donnée par les bilans lipidiques des parents. Cependant leurs bilans ne sont pas toujours 

disponibles ou informatifs. La découverte de mutation permet d’identifier formellement le 

défaut moléculaire responsable de l’hypocholestérolémie, et d’offrir ainsi un meilleur conseil 

dans les familles concernant les risques de stéatose hépatique notamment. Dans nos cohortes 

de patients, les mutations sont recherchées par séquençage direct sur les gènes MTTP et 
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APOB. Les grands réarrangements sont étudiés après PCR long range. Le caractère délétère 

des mutations faux sens est étudié soit par modélisation bioinformatique, soit par des études 

fonctionnelles (mesure d’activité MTTP sur biopsies ou sur cultures de cellules COS-1 

transfectées (article 2). Les mutations introniques en dehors des sites d’épissage sont étudiées 

à l’aide de minigène. Enfin nous avons étudié et comparés tous les cas d’ABL et de Ho-FHBL 

décrits avec mutation délétère (article 3) pour clarifier les différences phénotypiques de ces 

deux pathologies. 
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b Unité d’Hépatogastroentérologie et Nutrition pédiatrique, Pavillon S, Hôpital Edouard Herriot, 5 Place d’Arsonval, F-69437 Lyon Cedex03, France
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Abstract

Anderson disease (and/or chylomicron retention disease—CMRD) is a rare, autosomic recessive disorder characterized by
chronic diarrhea, failure to thrive, and hypocholesterolemia in childhood. The specific molecular defect was identified in 2003
and consists of mutations in the SAR1B gene which encodes for intracellular Sar1b protein. To date, only 8 mutations in six fam-
ilies have been described. We report here 15 new cases of CMRD among 8 families from France and Canada. We identified three
unique homozygous mutations of SAR1B gene in French families originated from Turkey, Algeria and Portugal: a stop codon in
exon 6 (c.364G>T, p.Glu122X), a whole deletion of exon 2 (c. 1–4482_58+1406 del 5946 ins15 bp) and a missense mutation in exon
7 (c.554G>T, p.Gly185Val). The 2 missense mutations found in the 5 French-Canadian families had already been described in the
eight previously published mutations: c.409G>A (p.Asp137Asn) and c.537T>A (p.Ser179Arg). In an attempt to explain the func-
tional impairment of mutated proteins, computational analysis and sequence alignment were performed. The nonsense mutation
and the whole deletion of exon 2 produced truncated proteins, the missense mutations probably non-functional proteins. All the
affected children presented with similar phenotype at onset; the absence of phenotype–genotype correlation was discussed. A deter-
mination of the specific mutation in Anderson disease or CMRD is required to ensure diagnosis and allow prompt therapeutic inter-
vention in these children.
� 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Anderson disease; Chylomicron; SAR1B; Hypocholesterolemia; Computational analysis; Genotype–phenotype correlation

Introduction

Anderson disease (MIM #607689) (and/or chylomi-
crons retention disease—CMRD (MIM #246700)) is a rare
autosomic recessive disorder usually diagnosed in infants
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presenting with failure to thrive and chronic diarrhea. The
ensuing low plasma lipid levels and low fat—soluble vita-
min levels commonly cause subsequent neurological
impairment [1–4].

The enterocytes of these patients fail to secrete
chylomicrons in lymph and are consequently over-
loaded with small lipid droplets. The size and distribu-
tion of the droplets into the enterocytes and along the
jejunal mucosa, are highly heterogenic [2,4–6]. Some
have argued that the size and location of these
droplets into the enterocytes could help to differentiate
Anderson disease from CMRD. However, mutations
of the SAR1B gene (HGNC:10535; MIM *607690, pre-
vious symbol SARA2), which encodes for the Sar1b
protein were identified in 2003 as the specific molecu-
lar defect present in both Anderson disease and
CMRD [7].

The precise function of Sar1b is still unknown. In
yeast there is one Sar1 protein (Sar1p). This small
GTPase interacts with intracellular proteins to mediate
proteins transport from the endoplasmic reticulum (ER)
to the Golgi apparatus [8,9]. Briefly, the interactions of
the inactive Sar1-GDP protein with the Sar1 GEF
(Guanine Nucleotid Releasing Factor) Sec12 catalyse
the exchange of GDP for GTP on Sar1 with conforma-
tional changes of the two switch regions. Sar1-GTP
forms a coating protein complex (COPII) with two het-
erodimers Sec23/24 and Sec 13/31. COPII initiates bud-
ding and captures cargo to eject vesicles from the ER
to the Golgi apparatus [10]. The interactions between
Sar1-GTP and Sec23/24 form a concave complex which
initiates the coat complex assembly [11]. Two Sar1 pro-
teins have been identified in humans, namely Sar1a and
Sar1b, which differ by 20 amino acid residues. Their
respective functions have not been yet elucidated. To
date, no variant in SAR1A gene (encoding for Sar1a)
has been described; mutations on SAR1B gene are
responsible for failure of chylomicrons production. Chy-
lomicrons are transported from the ER to Golgi, inside
the prechylomicron transport vesicle or PCTV [12];
PCTV share several proteins like COPII (Sec13-31,
Sec24 and Sar1) [13]. Siddiqi et al. [13] showed that, even
if PCTV formation can occur in the absence of Sar1,
PCTV fusion with Golgi does require the presence of
Sar1 [14]. To date, the modified sequence in the Sar1b
protein is the only recognized abnormality linked to
Anderson disease and CMRD, for which only eight
mutations have been described [7].

This study is a report of a two-centre experience of
three French families and five French-Canadian families
with Anderson disease and CMRD. The aims of this
work were first to describe three new not yet reported
mutations in the SAR1B gene, second to assess geno-
type–phenotype associations and third to provide expla-
nation for and predict the functional impairment of
mutated proteins, by using computational analysis and
sequence alignment.

Subjects and methods

Patients

Fifteen patients (8 girls and 7 boys) were recruited from two pedi-
atric gastroenterology units: Edouard Herriot Hospital, Lyon, France
(7 patients, 4 born from Turkish, 2 from Algerian and 1 from Portu-
guese parents) and Sainte-Justine Hospital, Montreal, Canada (8
patients from 5 French-Canadian families). These patients were referred
for symptoms of malabsorption syndrome (diarrhea, steatorrhea and
failure to thrive). The age at diagnosis ranged 3 months to 11 years
for the French patients and 2 weeks to 10 years for the French-Cana-
dian patients. Anderson disease was strongly suspected because of a
recessive particular lipid profile (severe hypocholesterolemia with
decreased LDL and HDL, associated with normal triglyceride levels)
(Table 1). Diagnosis was confirmed by negative oral fat load, evidence
of white jejunal mucosa by esophagogastroduodenoscopy and fat
loaded enterocytes by biopsy. All the patients exhibited very low levels
of fat soluble vitamin E, although neurological and ophtalmological
abnormalities were rarely observed at onset of the disease among them
(symptoms were present only in Family II: areflexia in one child, carpal
tunnel syndrome in another and carpal tunnel syndrome associated
with distal sensitive neuropathy in a third one). Informed consent for
molecular diagnosis was obtained from the parents. Lipid profile
assessment and DNA sequencing were performed for both parents (6
families) or for one parent of the propositus only (2 families). DNA
from unaffected children were available in two cases among the whole
families population.

Fasting venous blood samples were collected in EDTA tubes for DNA
molecular analysis and in a tube without any additive for biochemical
studies. Total cholesterol, triglycerides were determined with commercial
available kits (enzymatic methods Roche� diagnostics, Meylan, France).
HDL-cholesterol was determined by direct method on a Hitachi� 917
(Hitachi�, Mito, Japan) (PEG method; Roche� diagnostics Meylan,
France) for French patients and after precipitation of very-low and low-
density lipoproteins with phosphotungstic acid for French-Canadian
patients.

Molecular diagnosis

DNA was extracted from 5 ml EDTA-anticoagulated blood by resin-
chloroform (Nucleon BACC3, Amersham�, Buckinghamshire, England)
or from buffy coat by precipitation (Wizard Genomic DNA kit, Pro-
mega�, Madison, USA). Mutations in SAR1B exons 2–7 were screened
by dHPLC and sequenced as follows: the primer sequences were
obtained on the PRIMER3 web site (http://www.genome.wi.mit.edu)
from the SAR1B gene sequence (Genbank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov
NC_000005, gi: 51511721). Amplicon sizes included the exon–intron
boundaries to detect potential splice site mutations. The PCR amplifica-
tions were realized with polymerase Optimase Taq (Transgenomic�,
Omaha, USA) and with Hot Star Taq (Qiagen�, Hilden, Germany).
Exon 1 was only amplified for Family I because the first ATG codon
is in exon 2). PCR amplicons were sequenced with ABI PRISM BigDye
ready reaction reagent set (Applied Biosystems�, Foster City, USA) on
an ABI PRISM 3100 DNA sequencer (Applied Biosystems�, Foster
City, USA).

Methods used for Family I

RNA was obtained from peripheral blood mononuclear cells (PBNC).
PBNC from lithium-heparinate-anticoagulated blood were stimulated by
phytohemagglutinine (PHA) and maintained by IL2. RNA was extracted
from PBNC using the RNA NOW kit (Biogentex�, St Quentin Yvelines,
France) and amplified with the Gene Amp-RNA PCR core kit and ran-
dom Hexamers primers (Applied Biosystems�, Foster City, USA). A
752 bp fragment was amplified with Hot Star Taq (Qiagen�, Hilden, Ger-
many) and 2 primers designed to that end. PCR amplicons were sequenced
as described above.
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A PCR analysis of large genomic DNA fragments was performed with
the Expand Long Template PCR System (Roche Diagnostics�, Mann-
heim, Germany) according to the manufacturer’s instructions and with
specific primers designed to that end. This PCR product and the DNA
Smart Ladder (Eurogenetec�, Seraing, Belgium) molecular weight (band
size 200–10,000 bp) were separated in a 0.75% (w/v) agarose gel and
stained with ethidium bromide. Following separation, DNA fragments
were visualized with UV fluorescence to assess the status of each amplified
DNA. The presence of the deletion was confirmed using specific amplifica-
tion of PCR products with a couple of primers and then sequencing with
primers located in Alu sequences.

Computational analysis

Bioinformatics analysis were performed with ClustalW, FoldX6.0,
PCE, ASA, Swiss-pdb Viewer 3.1 program, Polyphen and SIFT for the
two well-described and the new missense mutations found in this study.

Multiple sequence alignment

Sequences homologous to human Sar1b were assembled in a multiple
sequence alignment using ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) [19]
with default parameters using sequences found in the UniProt Knowledge-

base (Swiss-Prot and TrEMBL) [20,21]. The aligned Sar1b sequences were
from the species human (Accession No. Q9Y6B6), Chinese hamster
(Q9QVY3) mouse (Q9CQC9), bovine (Q3T0T7), pig (Q5PYH3), mouse-
ear cress (Q01474) and field mustard (O04267). The aligned Sar1a
sequences were from the species human (Accession No. Q9NR31), orang-
utan (Q5R548), mouse (P36536), bovine (Q3T0D7), pig (Q52NJ3), mouse-
ear cress (O04834)) and field mustard (O04266). The aligned Sar1
sequences were from the species Saccharomyces cerevisiae (P20606), Pichia
pastoris (Q9P4C8), Schizosaccharomyces pombe (Q01475), Aspergillus

niger (P52886), Trichoderma reesei (P78976), Caenorhabditis elegans

(Q23445) and Giardia intestinalis (Q8MQT8).
Multiple sequence alignments were performed with human members of

the Sar1/Arf family: Sar1a (Q9NR31), Sar1b (Q9Y6B6), Arf1 (P84077),
Arf4 (P18085) Arf6 (P62330) and with one protein of each small GTP
binding proteins subfamilies: Arf1 (P84077), Ran (P62826), Rab1A
(P62820), RhoA (P61586) and HRAS (P01112).

Free energy calculation, pI, solvent accessible surface areas

The molecular free energy of each Sar1b homodimer variant was cal-
culated with FoldX6.0 (http://foldx.embl.de/index.jsp) [15–17].

The pI of the A chain of the wild type homodimer and each mutations
was estimated with PCE (Protein Continuum Electrostatics—pKa calcula-

tions) an interface to electrostatic calculations using D. Bashford’ MEAD
program with default parameters (http://bioserv.rpbs.jussieu.fr/RPBS/cgi-
bin/Ressource.cgi?chzn_lg=fr&chzn_rsrc=mead-pKa).

The solvent accessibility was estimated with ASA (http://bioserv.
rpbs.jussieu.fr/RPBS/cgi-bin/Ressource.cgi?chzn_lg=fr&chzn_rsrc=ASA)
[18]. An accessibility of 60.20 is considered to represent the inner core of
the protein.

Modelisation

Molecular models of the variants carrying missense mutations were
obtained by computational approaches using the Swiss-pdb Viewer 3.1

program (available on http://www.expasy.org/spdbv) [22,23] with the
Q9Y6B6 structure based upon the template 1f6b of Chinese hamster Sar1b
(resolution: 1.70 Å, R value: 0.220, homology 98.9%) [24]. This template
shows the crystal structure of Sar-1 GDP complex. Molecular models of
amino acid variants were constructed by residue replacement using this
program. This program gives the ‘‘best’’ rotamer which is the rotamer that
totalizes the lowest score. We studied all the possible rotamers and their
consequences on structure (steric hindrances, loss of H-bonds with other
residues of the protein or the guanine). Distances between the amino acid
residues corresponding to the mutants and the guanine were measured
with the Swiss-pdb Viewer 3.1 program and Q9Y6B6 model.

Distances between the amino acid residues corresponding to the
mutants in yeast and Sec23 were measured with the Swiss-pdb Viewer
3.1 program on 1m2o template (resolution 2.50 Å, R value of 0.238)
[11]. This template shows the crystal structure of the S. cerevisiae

Sec23p-Sar1p complex (homology Sar1p S.c. and Sar1b: 63.6%).

Additional computational analysis

The possible impacts of the amino acid substitutions on the structure
and the function of Sar1b were additionally provided with two automatic
tools PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) [25–27] and SIFT

(Sorting Intolerant From Tolerant: http://blocks.fhcrc.org/sift/
SIFT.html) [28,29].

Results

Lipids levels

Lipids levels in our patients were similar to published
data in the Anderson disease population [2,4,5]. Serum tri-
glycerides ranged within normal values. HDL-cholesterol
was very low (twofold less than normal values) in all the
affected children. Total cholesterol levels were impaired
and differed among families. Interestingly, various levels
of total cholesterol were found within the same family
while HDL-cholesterol remained similar (Table 1).

Mutations

Sequencing of genomic DNA was performed for all the
affected children, their two parents and healthy siblings
when available. We used the same nomenclature as Jones
et al. [7] by starting at the first encoding ATG (exon 2);
sequences of SAR1B gene (NC_000005, gi: 51511721)
and mRNA (NM_016103, gi: 38176155) are available on
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Three novel variants of the SAR1B gene were identified
in affected children from Families I, II and VIII (all affected
children are homozygous) and two homozygous or com-
pound heterozygous well-described mutations were found
in affected French-Canadian children, as listed in Table 1.

A whole deletion of exon 2 was found in Family I

(Fig. 1): the affected children were homozygous and their
parents were heterozygous. No amplification was obtained
in exon 2 for homozygous patients using different primers.
We therefore amplified and sequenced a 676 bp fragment
of cDNA (instead of 752 bp) and found a total deletion
of exon 2 (76 bp). Since exons 1 and 3 were present in geno-
mic DNA and cDNA, and according to the location of
used primers, we first concluded that the deletion was less
than 11675 bp. In order to determine the exact size of the
deletion, two long range PCR were carried out. We found
an approximately 6000 bp deletion using agarose gel elec-
trophoresis (Fig. 1a and b). Affected children had only
one small band, while normal controls have one large frag-
ment (expected size); the parents had two bands. The
sequencing (Fig. 1c) of the smallest fragment (approxi-
mately 1800 bp) was performed with other primers to facil-
itate sequencing. The PCR product revealed a 5946 bp
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deletion with insertion of a small 15 bp fragment (Fig. 1d).
The entire name of this deletion is c. 1–4482_58+1406 del
5946 insCGCATGATGGCGGGT (named mutation
SAR1B delexon2). This deletion/insertion totally removed
the second exon from SAR1B confirming the RT-PCR
results.

Family II exhibited a stop codon in exon 6: GGA>TGA
(c.364G>T, p.Glu122Stop). All cases were homozygous for
the mutation. Both parents and one healthy child were
heterozygous.

We found a missense mutation in exon 7 of Family VIII:
GGT>GTT (c.554G>T, p.Gly185Val). The child was
homozygous and the parents were heterozygous. This mis-
sense mutation was not present in 100 alleles from controls.

Lastly, we found two different well-described homozy-
gous or compound heterozygous mutations in the SAR1B

gene in affected children from French-Canadian families.
Both were missense mutations c.409 G>A (p.Asp137Asn)
and c.537 T>A (p.Ser179Arg). Two children from Family

V were compound heterozygous (Table 1). The other
patients were homozygous (Families III, IV, VI and VII).

Analysis of predicted effects on protein by alignment

The 3D structure of Sar1b protein [11,24,30] is formed
by 6 a-helices and 6 parallel b-strands. The latter leads to
a hydrophobic b-sheet sandwiched between 3 a-helices.
The alignment of Sar1b with Sar1p (Sar1 protein of S. cere-
visiae) and Sar1bC.g. (Cricetulus griseus) shows highly con-
served residues and functional sites (Fig. 2). The site
interacting with Sec 12 is located in the NH2-terminus seg-
ment, i.e. in the a-helix that will anchor to the ER mem-
branes (residues 1–19) [24,30,31]. The two GTP binding
and hydrolysis sites are also located in the same NH2-ter-
minus segment of the protein (residues 32–38 and 75–78)
[32]. The C-terminus segment includes: the a-6 helix (resi-
dues 187–190, affinity to the ER membrane) [11] and the
regulation loop (long surface exposed fragment from 156
to 171 residues) [24]. The guanine recognition site is located
between the a-5 helix and the b-5 strand (residues 134–137)
[32]. Both NH2- and C-terminus segments and the b2b3
strands are in contact with the membrane and are
needed for the curvature of the budding [11]. Briefly, the

Fig. 1. Characterization of the mutation in Family I: c. 1–4482_58+1406 del 5 946 ins CGCATGATGGCGGGT (named mutation SAR1B delexon2). (a)
Amplification with primers SARA 2_1F and delex2_1AR (expected fragment size: normal 10,699 bp, heterozygous 10,699 and 4753 bp, homozygous
4753 bp): deletion of 5946 bp. (b) Amplification with primers delex2_3F and delex2_1AR (expected fragment size: normal 7806 bp, heterozygous 7806 and
1860 bp, homozygous 1860 bp): deletion of 5946 bp. (c) Sequence (amplification with primers delex2_3F and delex2_1AR, sequencing with delex2_1DR).
The sequence contains entire AluJo, short normal fragment, insertion (bold) and only the end of AluY (grey arrow). (d) Model of the insertion/deletion in
Family I.
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N-terminus part allows the anchorage of Sar1b-GTP com-
plex on the ER membrane, GTP-binding and hydrolysis,
and the C terminus regulates interactions of Sar1b with
the membrane.

Fig. 2 shows the location of all the mutations described
above in this study. The mutation p.Glu122X (Family II)
produces a 122 residues protein lacking the last 76 AA
(i.e. lacking guanine recognition site, regulation loop and
contact with membrane). The deletion of exon 2 (Family
I) may lead to the production of four RNA transcripts
encoding for four short proteins (Fig. 3). The largest of
these proteins lacks the first 43 AA segment
(p.Met1_His43del or D43-Sar1b) which represents one

active site for GTP hydrolysis, domains that facilitate
Sar1 activation by mSec12, deformation of RE membranes
and interaction with COPII components. The three mis-
sense mutations concern highly conserved residues:
p.Gly185Val near the a-6 helix, p.Asp137Asn in the recog-
nition site of guanine base (essential for GTPase activity)
[32] and p.Ser179Arg in the targeting domain of Sar1 to
the ER membrane [33].

Computational analysis

We found three missense mutations (one is novel) which
are neighbouring surface residues near the guanine pocket

Fig. 2. Alignment of Sar1p S.c. (Saccharomyces cerevisiae), Sar1b C.g. (Cricetulus griseus) and human Sar1b: functional domains deducted of published
studies and localization of the mutations found in this study.

Fig. 3. SAR1B mRNA (up normal SAR1B and below mutation delex2: partially deleted region of SAR1B in Family I). The deletion of exon 2 may result
in four ATG in the third exon encoding for four proteins: a D43 Sar1b protein and three very short proteins resulting of frame shift.
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(Fig. 4). These mutations were studied with different pro-
grams: FoldX6.0, PCE, ASA, Clustal W and the Swiss-
pdb Viewer 3.1 (Table 2).

The three missense mutations affect conserved residues
from other species in Sar1b, in human Sar1/Arf family
(Supplementary data S1 and S2) and the p.D137N substi-
tution concerns a conserved residue (Supplementary data
S2) in the guanine recognition site (NKxD137) of human
small GTP binding proteins [7,32]. All the missense muta-
tions change chemical and/or structural properties (Table
2).

Our novel missense mutation (p.G185V, Family VIII)
concerns a residue far from the guanine and the binding
interface with the Sar1 GTPase Activating Protein Sec23.
However, this substitution of the amphipatic a6-helix cap
modifies a highly conserved residue in Sar1/Arf family
(Supplementary data S1 and S2) and affects the stability
of the protein and the solvent accessibility (Table 2). This
change of the glycine residue for a valine leads to steric hin-
drances with residues on the b-6 strand (Met177, Cys178)
and/or Gln184 for the nine possible rotamers (Fig. 4 and
Supplementary data S3).

The well-described p.D137N replaces an acidic with an
uncharged polar residue. This mutation modifies the pI
of the protein (Table 2) and affects a residue near the guan-
ine (2.69 Å), suppressing an H-bond with the guanine and
affects the H-bond with S179 (Supplementary data S4).
Moreover, this residue is located near the binding interface
with Sec23 (Table 2). The well-described p.S179R mutation
substitutes an uncharged polar for a basic residue. This
mutation modifies the stability of the protein, exposes a
buried residue (Table 2) and leads to the loss of H-bond
with residues of Sar1b protein and guanine (Supplementary
data S5).

Discussion

To date, only eight mutations of SAR1B gene were
described in 8 families by Jones in 2003 [7]: three frameshift
(75-76 delTG, 555-558 dupTTAC, 349-1 G>C) and five
missense mutations (109 G>A, 409 G>A, 537 T>A, 536
G>T, 542 T>C). Our study of 8 families identified three
new homozygous mutations of SAR1B (a stop codon 364
G>T, a 5946 bp deletion-deleting exon 2, a missense

Fig. 4. 3D localisation of missense mutations observed in this study. This model was based on template Huang crystal structure of Sar1-GDP (X-ray,
1.7 Å) [24] and obtained with the Swiss-PdbViewer 3.7 program available on http://www.expasy.org/spdbv/ [22,23]. On the left, two views of 3D Sar1b
protein and the residues implicated in missense mutations. On the right, representation of the mutated residues (left picture, wild type; right picture,
variant).
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(Å
)f

C
o
n
se
q
u
en
ce

o
f
m
u
ta
ti
o
n

o
n
H
-b
o
n
d
se

P
o
ly
p
h
en

p
re
d
ic
ti
o
n
g

S
IF

T
p
re
d
ic
ti
o
n
h

S
ar
1b

p
ro
te
in
s

S
ar
1

p
ro
te
in
s

S
ar
1/

A
rf

fa
m
il
y

p
ro
te
in
s

S
m
al
l
G
T
P

b
in
d
in
g

p
ro
te
in
s

W
il
d
ty
p
e

�2
7.
66
95

9.
70

M
u
ta
ti
o
n
s

D
13
7N

�3
1.
01
35

6.
50

D
0.
02
9

N
0.
03
1

+
+

+
+

D
2.
69

N
2.
50

D
13
5:

5.
68

N
13
5:

6.
21

(L
eu
74
6)

L
o
ss

o
f
o
n
e
H
-b
o
n
d
w
it
h

gu
an

in
e

P
ro
b
ab

ly
d
am

ag
in
g
:

d
is
ru
p
ti
o
n
o
f
b
in
d
in
g

si
te

A
ff
ec
t

p
ro
te
in

fu
n
ct
io
n

S
17
9R

�2
4.
86
17

10
.7
0

S
0.
08
2

R
0.
22
0

+
+

s
0

S
2.
43

R
3.
96

S
17
2:

8.
15

R
17
2:

11
.3
7
(L
eu
74
6)

L
o
ss

o
f
o
n
e
w
ea
k
H
-b
o
n
d

w
it
h
gu

an
in
e
an

d
o
n
e

H
-b
o
n
d
w
it
h
D
13
7

P
ro
b
ab

ly
d
am

ag
in
g

(p
re
d
ic
at
io
n
b
as
is
:

al
ig
n
m
en
t)

A
ff
ec
t

p
ro
te
in

fu
n
ct
io
n

G
18
5V

�2
4.
69
19

9.
70

G
0.
07
4

V
0.
19
6

+
+

+
0

G
9.
53

V
8.
98

G
17
8:
15
.1
7

(A
sp
74
8)

V
17
8:

15
.1
8
(L
eu
74
6)

N
o
co
n
se
q
u
en
ce

P
ro
b
ab

ly
d
am

ag
in
g

(p
re
d
ic
at
io
n
b
as
is
:

al
ig
n
m
en
t)

A
ff
ec
t

p
ro
te
in

fu
n
ct
io
n

a
C
o
m
p
u
ta
ti
o
n
s
w
er
e
d
o
n
e
w
it
h
F
o
ld
X
6.
0
(h
tt
p
:/
/f
o
ld
x.
em

b
l.
d
e/
in
d
ex
.j
sp
).

b
E
le
ct
ro
st
at
ic

ca
lc
u
la
ti
o
n
s
u
si
n
g
D
.
B
as
h
fo
rd
’
M
E
A
D

p
ro
gr
am

:
h
tt
p
:/
/b
io
se
rv
.r
p
b
s.
ju
ss
ie
u
.f
r/
cg
i-
b
in
/P
C
E
-p
K
a.

c
C
o
m
p
u
ta
ti
o
n
s
w
er
e
d
o
n
e
w
it
h
A
S
A

(h
tt
p
:/
/b
io
se
rv
.r
p
b
s.
ju
ss
ie
u
.f
r/
R
P
B
S
/c
gi
-b
in
/R

es
so
u
rc
e.
cg
i?
ch
zn
_l
g=

fr
&
ch
zn
_r
sr
c=

A
S
A
).
A
n
ac
ce
ss
ib
il
it
y
o
f
6
0.
20

is
co
n
si
d
er
ed

to
re
p
re
se
n
t
th
e
in
n
er

co
re

o
f

th
e
p
ro
te
in
.

d
h
tt
p
:/
/w

w
w
.e
b
i.
ac
.u
k
/c
lu
st
al
w
/
re
si
d
u
e
co
n
se
rv
at
io
n
:
+
,
id
en
ti
ca
l;
c,

co
n
se
rv
ed

su
b
st
it
u
ti
o
n
;
s,
se
m
i
co
n
se
rv
ed

su
b
st
it
u
ti
o
n
.

e
S
w
is
s
P
d
b
V
ie
w
er

3.
7
Q
9Y

6B
6
b
as
ed

u
p
o
n
th
e
te
m
p
la
te

1f
6b

o
f
S
ar
1b

C
.g
.
(r
es
o
lu
ti
o
n
:
1.
70

Å
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mutation 554 G>T) and two well-described by Jones [7]
(409 G>A, 537 T>A). As reported for the eight previously
described mutations [7], our mutations are located within
different regions of the SAR1B gene (exon 2, 6, 7) and
could produce various gene or protein lesions. We observe
diverse phenotypes among our patients although they all
had failure to secrete chylomicrons.

Patients in Family I had higher total cholesterol levels
than in Families II, III, IV, V and VII although they car-
ried out a highly deleterious mutation. The hypothetical
more functional protein is a D43-Sar1b (p.Met1_His43del),
which lacks one GTP hydrolysis site, one membrane prox-
imal region (anchor) and seven residues forming interface
between Sar1 and Sec23. Nevertheless D43-Sar1b may be
partially functional, since the guanine recognition site
and one GTP hydrolysis site are still present.

Affected children in Family II exhibited very low total
cholesterol levels (except for II.1 with parenteral nutri-
tion) and a mild neurological impairment. In this family
(with p.Glu122X mutation) the C-terminus parts of the
Sar1b protein is lacking; however the presence of the
N-terminus part allows interaction with mSec12, so that
fixation, but not binding of mutated Sar1b on the mem-
brane is preserved.

In an attempt to explain a more severe phenotype of
Family II than Family I, we suggest: first that the Sar1b
[E122X] mutant may play a negative role by interfering
with mSec12 as described for Sar1[T39N] [24]; second, that
the C-terminus part is as important as N-terminus for chy-
lomicrons pathway (in contrast with alignment and pub-
lished data (Fig. 2)). Third, we propose that other
accessory pathways may be activated in these patients,
which partially compensate for the lack of the Sar1b func-
tion (see below).

The computational analysis provided new insight
regarding the probable functional consequences of the
mutations, especially for the missense variants. PolyPhen,
SIFT and our results strongly suggest that the three mis-
sense mutations migh be deleterious. These results are in
agreement with the damaging character described by Jones
[7] for both p.Asp137Asn (Families III, IV, V) and
p.Ser179Arg (Families V, VI, VII) well-described muta-
tions. The p.Gly185Val (Family VIII) mutation affects a
residue close to the a6-helix [7,34] and was predicted to
modify not only the a6-helix (cap of this helix), a6/b6 par-
allelism (steric hindrances) but also the conformation of
the regulation loop. Moreover, mutated residues of these
missense variants reported here are all conserved in Sar1
proteins from other species.

Genotype–phenotype correlations are not obvious in our
patients with Anderson disease. Interestingly, missense
mutations are frequent (6/8 families) but phenotypical data
are not different from nonsense mutations; conversely, the
same missense mutation is associated with different lipid
profiles between families (Families III–IV and VI–VII)
and even among the same family (Families III and VI);
lastly, only one case in Family II had a neurological impair-

ment and only one in Family V suffered from hepatomegaly.
Some arguments might help to explain the lack of geno-
type–phenotype correlation: since the missense mutations
were predicted to produce very non-functional proteins
(see above), Anderson disease might be represent a more
complex trait rather than a simple autosomal recessive dis-
order, as lessons from several Mendelian diseases suggest it
[35–38]. Among the three possible mechanisms proposed by
Dipple et al. (thresholds, modifier genes and biological net-
works) to determine Mendelian phenotypes, we believe that
modifiers genes as transcriptional factors might be predom-
inant in the ER-to-Golgi transport, although no available
data exist yet about Anderson disease. However sterols
decrease Sterol Regulatory Element Binding Protein
(SREBP) activation blocking incorporation of SCAP
(SREBF chaperone) in COPII vesicles [39] whereas an acute
depletion of cellular cholesterol concentration has been
shown to decrease COPII transport [40]. Other modifier
genes of cholesterol homeostasis might have interfered in
cholesterol levels and hepatic injuries of our patients
(Microsomal Triglycerid Transfert Protein or MTP, ATP
Binding Cassette G5/G8 or ABCG5/8, apoB...) but none
was analyzed. Of high interest is to hypothesize that a bio-
logical network [41] might exist to permit tolerance for
genetic changes and allow COPII or PCTV to transport
proteins and chylomicrons. Indeed, whereas nul variant of
Sar1p is lethal for yeast [42], mutations in human Sar1b lead
to a mild disease suggesting that Sar1a might be able to par-
tially supply Sar1b; both Sar1a and Sar1b activities depend
on the same factors (Sec 12 and Sec 23) to initiate the
GTPase activity. Sec 13/Sec 31A, B and Sec 24A, B, C, D
are essential for COPII budding [43], present in PCTV
[13] and the Sec24 isoforms were described as in part func-
tionally redundant for signal-mediated ER export [44].
Other proteins (Liver Fatty Acid Binding Protein or L-
FABP, Vesicle-Associated membrane protein 7 or VAMP7)
contribute to the transport and fusion of PCTV from the
endoplasmic reticulum to the Golgi apparatus [14,45].
Mutations and polymorphisms in all these proteins might
affect the functionality of this ‘‘network’’ and explain
phenotypical differences in patients; rare polymorphisms
(cSNP) were described for SAR1A and SAR1B genes
(Pubmed SNP available on http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
entrez) but none has been found in our patients and
only one in controls (synonymous L45L, data not
shown).

Sequencing of the SAR1B gene provides an accu-
rate diagnosis of Anderson disease. Since it is a
short gene (7 exons), molecular diagnosis is quick
and safe. Invasive and expensive esophagogastroduo-
denoscopies and biopsies can therefore be avoided.
Moreover, an analysis of the polymorphisms of dif-
ferent proteins of the PCTV pathway may provide
a better understanding of disturbed metabolism and
variable cholesterolemia in Anderson disease and be
an interesting way to elucidate lipids trafficking in
normal enterocytes.
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[3] E. Lévy, Y. Marcel, J. Deckelbaum, R. Milne, G. Lepage, E.
Seidman, M. Bendayan, C. Roy, Intestinal apoB synthesis, lipids, and
lipoproteins in chylomicron retention disease, J. Lipid Res. 28 (1987)
1263–1274.

[4] D. Strich, R. Goldstein, A. Phillips, R. Shemer, Y. Goldberg, A.
Razin, S. Freier, Anderson’s disease: no linkage to the apoB locus, J.
Pediatr. Gastroenterol. Nutr. 16 (1993) 257–264.

[5] M.E. Bouma, I. Beucler, L.P. Aggerbeck, R. Infante, J. Schmitz,
Hypobetalipoproteinemia with accumulation of an apoprotein B-like
protein in intestinal cells. Immunoenzymatic and biochemical char-
acterization of seven cases of Anderson’ disease, J. Clin. Invest. 78
(1986) 398–410.

[6] A. Dannoura, N. Berriot-Varoqueaux, P. Amati, V. Abadie, N.
Verthier, J. Schmitz, J. Wetterau, M.E. Sansom-Bouma, L. Agger-
beck, Anderson’s disease. Exclusion of apolipoprotein and intracel-
lular lipid transport genes, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 19
(1999) 2494–2508.

[7] B. Jones, E.L. Jones, S.A. Bonney, H. Patel, A. Mensenkamp, S.
Eichenbaum-Voline, M. Rudling, U. Myrdal, G. Annesi, S. Naik, N.
Meadows, A. Quattrone, S. Islam, P. Naoumova, B. Angelin, R.
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 Abetalipoproteinemia (ABL; OMIM#200100) is an au-
tosomal recessive hypocholesterolemia usually detected 
during infancy due to failure to thrive, severe diarrhea, 
and a lipid malabsorption syndrome. Sixty years ago, 
Bassen and Kornzweig described this disease for the fi rst 
time ( 1 ), and forty years later, the role of the microsomal 
triglyceride transfer protein large subunit (MTP) was dis-
covered ( 2–5 ). MTP forms a heterodimer with protein dis-
ulfi de isomerase (PDI), also named prolyl 4-hydroxylase  �  
polypeptide (P4HB), which is responsible of the assembly 
of apolipoprotein B (ApoB)–containing lipoproteins in 
the liver and the intestine. Since the discovery of the fi rst 
mutations, many mutations have been identifi ed in the mi-
crosomal triglyceride transfer protein large subunit gene 
 (MTTP)  in patients ( 3–6 ). The identifi cation of mutations 
in the  MTTP  gene in DNA from patients is important for 
establishing the diagnosis of ABL in the context of two other 
hereditary hypocholesterolemias, homozygous familial 
hypobetalipoproteinemia (HHBL; OMIM#107730) and 
Anderson’s disease, also known as Chylomicron retention 
disease (OMIM#246700), which are due to mutations in 
the  APOB  and  SAR1B  genes, respectively. 

 To date, mutations in the  MTTP  gene have been estab-
lished in about 50 cases of ABL ( 7–12 ). In some instances, 

       Abstract   Abetalipoproteinemia (ABL) is an inherited dis-
ease characterized by the defective assembly and secretion 
of apolipoprotein B–containing lipoproteins caused by 
mutations in the microsomal triglyceride transfer protein 
large subunit (MTP) gene ( MTTP ). We report here a female 
patient with an unusual clinical and biochemical ABL phe-
notype. She presented with severe liver injury, low levels of 
LDL-cholesterol, and subnormal levels of vitamin E, but 
only mild fat malabsorption and no retinitis pigmentosa or 
acanthocytosis. Our objective was to search for  MTTP  muta-
tions and to determine the relationship between the geno-
type and this particular phenotype. The subject exhibited 
compound heterozygosity for two novel  MTTP  mutations: 
one missense mutation (p.Leu435His) and an intronic dele-
tion (c.619-5_619-2del). COS-1 cells expressing the missense 
mutant protein exhibited negligible levels of MTP activity. 
In contrast, the minigene splicing reporter assay showed an 
incomplete splicing defect of the intronic deletion, with 
26% of the normal splicing being maintained in the trans-
fected HeLa cells. The small amount of MTP activity result-
ing from the residual normal splicing in the patient explains 
the atypical phenotype observed.   Our investigation pro-
vides an example of a functional analysis of unclassifi ed 
variations, which is an absolute necessity for the molecular 
diagnosis of atypical ABL cases.  —Di Filippo, M., H. Créhalet, 
M. E. Samson-Bouma, V. Bonnet, L. P. Aggerbeck, J-P. Rabès, 
F. Gottrand, G. Luc, D. Bozon, and A. Sassolas.  Molecular 
and functional analysis of two new  MTTP  gene mutations in 
an atypical case of abetalipoproteinemia.  J. Lipid Res.  
2012.  53:  548–555.   
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(  Fig. 1A , B ).  Examination by ultrasound showed that the liver was 
moderately enlarged and slightly hyperechogenic. A percutane-
ous liver biopsy showed extensive fi brosis (F3 score according to 
the METAVIR scoring system ( 21 )) that was associated with a 
massive micro- and macrovesicular steatosis. Large amounts of 
free lipid droplets were observed in the cytoplasm by electron 
microscopy ( Fig. 1C ). Abetalipoproteinemia was suspected, 
although retinitis pigmentosa and acanthocytosis were absent 
and the blood vitamin E level was only slightly decreased. The 
fecal fat content, measured over a three-day period, was also nor-
mal (mean, 2.8 g/24 h; normal, <3 g/24 h). However, when the 
child consumed a normal fat diet (33% fat), diarrhea occurred 
and steatorrhoea was 24 g/day. After an oral fat load ( Table1 ), 
the level of serum triglycerides increased slightly and a small 
amount of chylomicrons appeared in the plasma, suggesting that 
some intestinal lipid absorption occurred accompanied by low 
levels of intestinal lipoprotein secretion. 

 A diet limited in saturated fatty acids (22% of total energy) and 
enriched with medium-chain triglycerides (MCT) was initiated and 
resulted in the elimination of diarrhea and progressive improve-
ment in liver function. Transaminases were 2 to 4 times normal at 
the age of 7 years, 2 to 3 times normal at 14 years, and normal by 
18 years of age. Levels of essential fatty acids and fat soluble vitamins 
were also normalized, and the patient presented normal growth and 
puberty. At the age of 14 years, the patient no longer adhered to 
the MCT diet, and 36% of total energy intake was composed of fat. 
Hepatitis recurred (transaminases increased to 150 to 200 times 
normal) but resolved when the MCT diet was reinstituted. 

 The patient is now 22 years of age and is in good health. Fat 
soluble vitamins are in the normal range without any supplemen-
tation. The levels of transaminases are < 1.5 times normal, and 
hepatic steatosis persists (16% of hepatic parenchyma as deter-
mined by magnetic resonance imaging). There are no neurologi-
cal, ophthalmological, or retinal abnormalities. 

 Blood samples and intestinal and liver biopsies were obtained 
from the patient using the procedures and the experimental 
methods approved by INSERM (RBM 0256) and by a bioethics 
committee (Comité Consultatif de Protection des Personnes 
dans la Recherche Biomédicale de Paris Bichat-Claude Bernard, 
Paris, France, CCPPRB Bichat-C. Bernard-2003/05). Informed, 
written consent was obtained from the patient’s parents. 

 Mutation analysis 
 Following the extraction of genomic DNA from the blood 

(Nucleon Bac3, GE Healthcare®, Chalfont St. Giles, UK), each 
of the coding exons and the fl anking intronic junctions of the 
 MTTP ,  APOB,  proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 
( PCSK9)  and angiopoietin-like 3 ( ANGPTL3 ) genes were ampli-
fi ed by PCR. The amplicons were sequenced directly with the 
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit on an ABI PRISM 
3130 or 3730 DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster City, 
CA). 

 In silico analysis 
 Analysis of the mutations was performed with Alamut v2.0 (In-

teractive Software), Polyphen (http://genetics.bwh.harvard.
edu/pph/), and SIFT (http://sift.jcvi.org/www/SIFT_aligned_
seqs_submit.html). Several algorithms were used for computa-
tional scoring of 3 ′  splice site based on different concepts using 
default parameter settings [Neural Network Splice Prediction 
(NNSplice) ( 22 ); MaxEntScan ( 23 ); Splice site Finder Like; 
GeneSplicer ( 24 ); Human Splicing Finder (HSF) ( 25 )]. 

 Protein expression 
 To evaluate the p.Leu435His protein expression, two different 

assays were performed. First, to measure wild-type and mutant 

the prediction of altered MTP function is readily made on 
the basis of premature stop codons, mutations in canoni-
cal splice sites, or frameshift mutations. In other cases, the 
functional consequences have been diffi cult to predict 
( 13–15 ), even if the mutations cosegregate with a clinical 
phenotype. The measurement of MTP activity ( 2, 3, 6, 11, 
13, 16, 17 ) and the consequence of intronic mutations 
( 9, 11 ) have been studied in only a few cases due to the 
necessity of additional intestinal or hepatic biopsies. 

 ABL patients are usually diagnosed during infancy, and 
they exhibit marked lipid malabsorption, very low levels of 
cholesterol and triglycerides, the absence of ApoB in the 
plasma, the absence of chylomicrons after fat loading, and 
essential fatty acid and fat-soluble vitamin defi ciencies 
(particularly vitamin E); moreover, parental lipoprotein 
profi les are normal. Hepatic steatosis has not been reported 
uniformly (although it is frequent), and hepatic fi brosis or 
cirrhosis has been reported in a few cases ( 18, 19 ). We report 
here an atypical case of ABL presenting in childhood with 
severe liver injury, hypocholesterolemia associated with a 
low (but not absent) levels of plasma ApoB, and a subnor-
mal level of plasma vitamin E. Furthermore, the patient 
exhibited normal development into adulthood. ABL was 
suspected because of the presence, at the ultrastructural 
level, of large amounts of free lipid droplets accumulated 
in the cytoplasm of enterocytes and hepatocytes in intesti-
nal and liver biopsies. 

 The patient was found to be compound heterozygous 
for two novel mutations in the  MTTP  gene, one intronic 
(c.619-5_619-2 del, from her mother) and the other a mis-
sense mutation (p.Leu435His, from her father). The pos-
sible functional impact of these two mutations was not 
readily apparent. Because no additional biopsy material 
was available from the patient, two different assays were 
established. COS-1 cells were transfected with wild-type 
and several mutant  MTTP  cDNAs to evaluate the impact of 
the missense mutation on MTP activity, and HeLa cells 
were transfected with wild-type and mutant minigenes to 
evaluate possible defects in splicing. 

 MATERIALS AND METHODS 

 Patient diagnosis and follow-up 
 A four-year-old girl was referred for an anicteric chronic hepa-

titis fortuitously discovered 10 months earlier. The level of blood 
transaminases were consistently elevated and ranged from 5 to 
7 times the normal values associated with bilirubinemia in the 
absence of infl ammation or hepatic insuffi ciency. Upon clinical 
examination, the liver was moderately enlarged and fi rm, but 
there was no other sign of chronic liver disease. The patient’s 
growth was normal. The patient’s parents altered her diet to 
avoid fatty foods following episodes of diarrhea in the fi rst months 
of life. The levels of total cholesterol and ApoB in the plasma 
were found to be low, whereas the level of triglyceride was normal 
(  Table1  ).  The parents were not related, and they had normal 
levels of blood lipids. 

 A perendoscopic jejunal biopsy, performed as previously de-
scribed ( 20 ), showed a white mucosa. Electron microscopic ex-
amination of the biopsy showed enterocytes with many small or 
very large free lipid droplets scattered throughout the cytoplasm 
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gen, Carlsbad, CA) downstream of the human elongation factor 
1 � -subunit promoter. The  P4HB  cDNA was inserted into the 
 Hind  III site of the same vector, downstream of the human cyto-
megalovirus immediate-early promoter, allowing the production 
of the two proteins from the same plasmid. 

 The p.Leu435His (c.1304T>A), p.Leu435Glu (c.1303_
1305delinsGAA), p.Leu435Val (c.1303C>G), and p.Cys194Stop 
(c.582C>A) mutants were constructed from the wild-type se-
quence with the QuickChange II XL Site-Directed Mutagenesis 
Kit (Cat. No. 200521; Stratagene, Agilent Technologies, Cedar 
Creek, TX) according to the manufacturer’s instructions. 

 Transient expression of MTP and P4HB in COS-1 cells (Cat. No. 
CRL-1650 ATCC) was carried out by transfecting 6 μg of plasmid 
per T25 fl ask in the presence of 9 μl of FuGENE® HD (Cat. No. 
4709691001; Roche Applied Science) according to the manufac-
turer’s instructions. 

 COS-1 cells were harvested by trypsinization 48 h posttrans-
fection and disrupted by sonication. Triglyceride transfer from 
donor to acceptor vesicles was measured by a fl uorescent-labeled 
method using a commercial kit (R100 MTP activity; Chylos Inc.) 
according to the manufacturer’s instructions and previously 
described fl uorescent methods ( 26–28 ). The results are expressed 
as percentage transfer per milligrams of total protein per hour  . 
The method was evaluated with intestinal and hepatic biopsies, 
and the MTP activities were in agreement with previous pub-
lished results (data not shown). 

 Visualization of MTP in transfected cells 
 A fragment containing the  MTTP  cDNA, extending from c.1 to 

c.2682 (NM_000253.2) of each sequence (wild-type, p.Cys194S-
top, p.Leu435His) was amplifi ed from the previously obtained 
pBudCE4.1 vector. The  MTTP  cDNA was inserted with the In-
Fusion Advantage PCR Cloning Kit into the  Kpn  I site of pAcG-
FP1-N1 expression vector (Cat. No. 632469; Clontech) between 
the immediate early promoter of the CMV (PCMV IE) and the 
AcGFP1 cDNA, allowing the fusion of the MTP and the GFP pro-
teins. COS-1 cells were electroporated with 0.5 μg of MTP-AcGFP1 
plasmid per 80,000 cells (MicroPorator from DigitalBio Technology 
and Neon Transfection System 10 μL Kit, Cat. No. MPK1096 from 
Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions (1050 V, 
30 ms, 2 pulses). Intracellular fl uorescence was observed with a 
Nikon Eclipse TE 2000-U microscope 48 h after transfection. 

 Minigene splicing reporter assay 
 A 371 bp  MTTP  fragment (the last 147 bases of intron 5, 140 

bp of exon 6, and the fi rst 84 bases of intron 6) was amplifi ed 
from the patient’s DNA and inserted (In-Fusion Advantage PCR 

MTP activities, we transfected COS-1 cells with the  MTTP  and 
 P4HB  cDNA. Second, to compare the production of wild-type 
with p.Leu435His, we transfected COS-1 cells with wild-type and 
mutated  MTTP  cDNA C-ter tagged with GFP. 

 MTP activity 
 A 2,699 bp fragment containing the entire  MTTP  coding se-

quence, extending from c.-5 to c.*9 (NM_000253.2) and a 1,582 bp 
fragment containing the entire  P4HB  coding sequence (from c.-14 
to c.1527; NM_000918.3) were obtained by RT-PCR from 1 μg of 
human liver total RNA (Cat. No. 636531; Clontech, Mountain View, 
CA) with the Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Sample Kit 
(Cat. No. 05081963001; Roche Applied Science, Indianapolis, IN). 

 The  MTTP  cDNA was inserted with the In-Fusion Advantage 
PCR Cloning Kit (Cat. No. 639616; Clontech) into the  Kpn  I site 
of the pBudCE4.1 expression vector (Cat. No. V532-20; Invitro-

 TABLE 1. Biological data for patient and parents 

TC TG HDLC LDLC ApoB ApoA1 Vit E Vit A Vit D ALT AST ALB BMI

 mmol/l  mmol/l  mmol/l  mmol/l  g/l  g/l  μmol/l  μmol/l  nmol/l  UI/l  UI/l  g/l  kg/m 2  

Reference   interval  a  2.58–4.39 0.34–1.25 >1.03 1.81–3.10 0.5–1.2 1.1–2.0 11–35 1.4–3.0 34–130 <30 <30 35–50
Patient
 Diagnosis (4 years 

 old)
1.68 0.58 0.85 0.57 <0.18 ND 9.9 1.7 159 287 272 32 14

 Oral fat load T0   2.27 1.15 2.17 0.20 0.93
 Oral fat load T 90   2.06 1.50 1.86 0.20 0.99
 Reduced fat diet 

 (22 years old)
2.24 0.64 1.70 0.26 ND ND 18.9 3 96 49 41 45 17.8

Father 5.42 0.97 1.42 3.57
Mother 4.64 1.84 1.52 2.77 1.01 1.19 18 14

Oral fat load with 15 g of fat performed at 5 years of age: T0, before fat ingestion; T90, 90 min after ingestion. ALB, albumin; ALT, alanine 
aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index; HDLC, HDL cholesterol; LDLC, LDL cholesterol; ND, not determined; 
TC, total cholesterol; TG; triglyceride; Vit, vitamin.

  a   Normal values for four-year-old child.

  Fig.   1.  Ultrastructure of intestinal and liver biopsies after a 12 h 
fast. The enterocytes (a, b) and hepatocytes (c) were engorged 
with numerous small or very large lipid droplets (L) free in the cy-
toplasm. The Golgi apparatus (G) is empty (b). Hepatic intercel-
lular spaces were sometimes enlarged with fi brosis (c). The cell 
nucleus is labeled N.   
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and several other mutants (p.Leu435Glu, p.Leu435Val, 
and p.Cys194Stop). These mutations were tested in COS-1 
cells to evaluate the sensitivity and specifi city of our MTP 
activity assay: p.Leu435Glu was expected to be as severe as 
p.Leu435His because it changes the hydrophobic Leu to a 
hydrophilic acidic Glu, whereas p.Leu435Val was expected 
to be a mild change (Leu and Val are both hydrophobic 
and closely related amino acids). The introduction of a 
premature stop codon at the position p.Cys194 was ex-
pected to lead to the complete abolition of MTP activity as 
the ApoB and PDI binding sites are absent from the mu-
tant. Further, the homozygous p.Cys194Stop mutation has 
been reported in an ABL patient ( 8 ). 

 As shown in   Fig. 2  ,  cells expressing p.Leu435His 
(the patient’s mutation), p.Cys194Stop, or p.Leu435Glu 
had negligible levels of MTP activity (0.30% to 1.9% TG 
transfer/30 μg protein/h) compared with cells expressing 
p.Leu435Val or the wild-type protein (24.1% to 27.2% TG 
transfer/30 μg protein/h respectively). The activity of the 
p.Leu435His MTP is not signifi cantly different from the p.
Cys194Stop truncated protein and, thus, must be considered 
as having negligible MTP activity compared with the wild-
type protein. RT-PCR of the  MTTP  and  P4HB  transcripts in 
transfected COS-1 cells showed that the level of expres-
sion from each vector was comparable for the wild-type and 
the different mutant transfected cDNA (supplementary 
Fig. IIA, B). Fluorescent-tagged MTP showed an identical 
cellular distribution (supplementary Fig. IIC). The p.
Leu435His mutant, therefore, was functionally defective. 

 Analysis of c.619-5_619-2del 
 Splicing predictions.   All the algorithms predicted an 

effect on splicing with a decrease in the score for the 
acceptor site of intron 5 ranging from  � 10% for SSF-like 
to a complete abolition for GeneSplicer ( � 44% for MaxEnt 
Scan,  � 38.9% for NNSplice,  � 79% for HSF). As all the 
algorithms predicted an effect on splicing, experimental 
analysis of splicing was performed. HeLa cells trans-
fected with wild-type or mutant minigenes were analyzed 
(size and sequence) by RT-PCR to determine the presence 
of abnormal transcript processing of the mutant. 

Cloning Kit) into the  Nde I  restriction site of the pTB minigene 
vector ( 29 ). The transfection of normal and mutant minigenes 
into HeLa cells and RT-PCR procedures were as previously de-
scribed ( 30 ). 

 The fl uorescence of the ethidium bromide bands obtained 
following gel electrophoresis of RT–PCR products was integrated 
under unsaturated conditions (Quantity One ®  1-D Analysis Software 
Cat. No. 170-9600; Bio-Rad) to derive band intensities. 

 Metabolic labeling of intestinal biopsies 
 Intestinal biopsies from normal individuals and from the patient 

were placed into organ culture and metabolically labeled with [ 35 S] 
methionine as described previously ( 31 ). After homogenization 
and solubilization, the labeled intestinal biopsy extracts and the cor-
responding media were immunoprecipitated with polyclonal anti-
bodies against ApoB (rabbit polyclonal antibodies to ApoB were the 
gifts of Dr. A. Mazur of Institut National de la Recherche 
Agronomique, Champanelle, France) and MTP ( 31 ). For semi-
quantitative analysis, densitometric analysis was performed using 
the PC version of NIH Image software (Scion Image) after photog-
raphy with a computer-assisted camera (GS-800 Calibrated Densi-
tometer; Bio-Rad). The values were normalized with respect to the 
amount of TCA precipitable incorporated material in the biopsies. 

 RESULTS 

 Identifi cation of mutations 
 Sequencing was performed on the genomic DNA of the 

patient and her parents. Two novel variants of the  MTTP  
gene were identifi ed in the patient. The fi rst, inherited 
from her father, is a change from T to A at position c.1304 
in exon 10 (supplementary Fig. IA) (nucleotide number-
ing starts at A of the ATG initiating codon, and exon 1 is 
the fi rst coding exon), which changes the amino acid Leu 
435 to a His. The second, inherited from her mother, is a 
4 bp deletion in intron 5: c.619-5_619-2 del (supplemen-
tary Fig. IB). This deletion of a repeated motif (TTTA) is 
upstream the acceptor site. These mutations were found 
neither in our panel of 100 normal alleles from unrelated 
subjects nor in the 1000 genomes database ( 32 ). 

 The patient is also heterozygous for a well-described 
polymorphism p.Gln95His inherited from her father. The 
frequency of this allele is between 5.4% and 6% in a healthy 
adult Caucasian population (England) and in a sample of 
270 unrelated French Canadian men ( 6, 33 ) and 6.2% in 
a cohort of abetalipoproteinemia ( 6 ). 

 The patient had no mutation in the  APOB ,  PCSK9 , or 
 ANGPTL3  gene. 

 Analysis of c.1304 T>A, p.Leu435His 
 The missense mutation (p.Leu435His) is located in 

exon 10 and affects a highly conserved residue in the mid-
dle  � -helical domain of MTP. The substitution changes a 
hydrophobic to a hydrophilic, basic residue [Grantham 
distance: 99 (0–215)]. This missense mutation is predicted 
by Polyphen to be “probably damaging” with a score of 
0.99 and by SIFT to “affect protein function.” 

 To determine whether the p.Leu435His missense muta-
tion produces a protein that is functional, we expressed, in 
COS-1 cells, the wild-type MTP as well as the p.Leu435His 

  Fig.   2.  Triglyceride transfer activity of normal and mutant MTTP 
in COS-1 cells over a period of 48 h. Cell homogenates were used 
to measure triglyceride transfer from donor to acceptor vesicles 
using fl uorescent-labeled method membranes. Columns and bars 
represents means ± SD (n = 2).   
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 DISCUSSION 

 In this article, we describe two new mutations in the 
 MTTP  gene: p.Leu435His and a 4 bp deletion in intron 
5: c.619-5_619-2 del. Because the impact of these muta-
tions was unclear and the phenotype was atypical, cellular 
functional tests were used to further understand this new 
case of ABL. 

 The diagnosis of ABL is made readily if the following 
criteria are present during the fi rst months of life: severe 
diarrhea, failure to thrive, undetectable vitamin E, severe 
hypocholesterolemia and hypotriglyceridemia with unde-
tectable amounts of plasma ApoB, and the absence, post-
prandially, of chylomicrons in the serum. Our patient 
presented with a mild phenotype and lacked the major 
criteria for the diagnosis of ABL. Surprisingly, the patient 
was referred only for anicteric chronic hepatitis with 
major liver steatosis at four years of age. The other causes 
of hypobetalipoproteinemia were ruled out because of the 
patient’s lipids profi le and the normal lipid values of the 
parents ( 34–40 ). Furthermore, no mutation was found in 
the  APOB, PCSK9 , or  ANGPTL3  gene. The diagnosis of 
ABL was fi nally suspected because of hypocholesterolemia 
and the typical aspect of intestinal and liver biopsies 
suggesting a defect in the assembly of ApoB-containing 
lipoproteins. 

 Seven atypical cases of ABL have been reported ( 13–15, 
19, 41, 42 ). For fi ve of these patients (  Table 2  ),  a molecu-
lar diagnosis of the mutation in  MTTP  was established. 
However, a functional assay of the mutation was performed 
in only one case ( 13 ). Two of the cases (cases 1 and 2 in 
 Table 2 ) are very surprising. Both patients have deleteri-
ous mutations; however, the fi rst patient exhibits a mild 
phenotype ( 42 ) and the other is almost asymptomatic 
( 13 ). Two other patients (cases 4 and 5 in  Table 2 ) are 
homozygous for the same p.Ser590Ile mutation ( 14, 15 ). 
Unfortunately, the functional impact of this mutation has 
not been established. Only case 3 ( 19 ) in  Table 2  resem-
bles our case clinically and biologically. This patient ex-
hibits compound heterozygosity for a splice site and a 
missense mutation, along with liver dysfunction and 
slightly decreased level of vitamin E. 

 Minigene splicing reporter assay.   Transfection of the wild-
type minigene into HeLa cells produced, as expected, a 
386 bp RT-PCR fragment (  Fig. 3  , lanes 1, 2, and 3).  In 
contrast, transfection of the mutant c.619-5_619-2del mini-
gene produced two different RT-PCR fragments: a small 
amount of a fragment of normal size (386 bp) and a large 
amount of a 248 bp product ( Fig. 3 , lanes 4, 5, and 6). The 
sequence of the 386 bp PCR product includes exon 6 of 
 MTTP , whereas exon 6 is skipped in the 248 bp product (sup-
plementary Fig. III). This result shows that c.619-5_619-2del 
mutation produces two differently spliced transcripts: one 
containing exon 6 and the other without exon 6. Skipping 
exon 6 would result in a protein containing the fi rst 206 
MTP amino acids, followed by 26 aberrant amino acids 
and a premature stop codon. In vivo ,  this mutant mRNA 
might be targeted for nonsense mediated decay and de-
graded. By densitometry of the agarose gel, the amount of 
normal splicing for the mutant minigene is estimated to 
be 26% of that of the wild-type ( Fig. 3 ). These data indi-
cate that the c.619-5_619-2del is a splice site mutation that 
can lead to the skipping of exon 6. However, the effect of 
this mutation on splicing was not complete, and about 
26% of the transcript was correctly spliced in our assay. 

 Biosynthesis of ApoB and MTP in intestinal organ culture 
 Immunoprecipitation with polyclonal antibodies to 

ApoB of the medium and the total homogenate of the or-
gan culture of intestinal biopsies from the patient showed 
the synthesis of an ApoB48 identical in size to that of nor-
mal control subjects (  Fig. 4  ).  Analysis by densitometry with 
correction for the amount of incorporated TCA-precipita-
ble radioactivity   showed that there was an intracellular re-
tention of ApoB48 (1.6-fold more) and a decreased 
ApoB48 secretion (1.3-fold less). 

 Immunoprecipitation with polyclonal antibodies to MTP 
of the total homogenate of the organ culture of intestinal 
biopsies from the patient showed the synthesis of a large sub-
unit of identical in size to that of normal control subjects. 
However, by densitometric analysis, there was 2.49-fold less 
MTP synthesized in the patient’s biopsy compared with that 
of the normal control subject after correction. A protein 
band corresponding to the molecular mass of PDI coimmu-
noprecipitated with the MTP was observed in the patient 
and in the normal control subject (identical in amount com-
pared with that of the normal subject after correction). 

  Fig.   3.  Size separation of RT-PCR products as determined by 2% 
agarose gel electrophoresis. M: molecular weight marker. Lanes 1, 
2, and 3: normal minigene. Lanes 4, 5, and 6: mutant (c.619-5_619-
2del) minigene.   

  Fig.   4.  Intestinal biosynthesis of ApoB48 and MTP in organ cul-
ture. ApoB48 was synthesized by the duodenal biopsy (B) and se-
creted in the medium (M) with the same molecular weight as 
normal control (N). MTP from the patient had the same molecular 
weight as normal control (N). PDI was coimmunoprecipitated: the 
binding of MTP with PDI was intact in the intestinal biopsy.   

 at IN
S

E
R

M
, on F

ebruary 29, 2012
w

w
w

.jlr.org
D

ow
nloaded from

 

.html 
http://www.jlr.org/content/suppl/2012/01/11/jlr.M020024.DC1
Supplemental Material can be found at:



Functional analysis of two new  MTTP  mutations 553

 In our patient, the lipid transfer activity of the MTP pro-
duced from the normally spliced transcript may be suffi -
cient to allow the assembly and secretion of a relatively 
limited amount of ApoB-containing lipoproteins by liver 
and intestine and could explain the presence of the lipid 
absorption (as shown by metabolic-labeling biosynthesis 
data) observed in the intestine of the patient. Both the in-
tracellular accumulation and the decreased secretion of 
ApoB48 from the intestine are consistent with a partial de-
fect in the assembly of ApoB, which leads to a partial defect 
in secretion of ApoB48 (unusual in ABL). In addition, the 
data also suggest that a low amount of intestinal MTP was 
present with a normal molecular weight and with an intact 
PDI binding domain. Finally, the presence of a limited 
amount of fat absorption and lipoprotein secretion could 
explain the normal level of vitamin E and the normal devel-
opment with only a low-fat diet as treatment. However, the 
residual MTP activity is not suffi cient to prevent the accu-
mulation of lipids in the enterocytes and the hepatocytes. 

 In conclusion, our study of this atypical case of abetalipo-
proteinemia shows that the combination of molecular diag-
nosis and functional analysis resulted in a defi nitive diagnosis 
of MTP defi ciency in a patient when insuffi cient biopsy ma-
terial was available for the analysis of the MTP protein or 
RNA. The functional studies of the substitution of Leu435 
to a charged amino acid (acid Glu or basic His) highlight 
the requirement for this hydrophobic uncharged residue 
for MTP activity. In cases of unusual phenotype, the func-
tional characterization of the  MTTP  mutants allows a better 
understanding of the milder ABL phenotype.  

 The authors thank S. Dumont (Service de Biochimie, CBE, 
HCL, Lyon), S. Faïna (Service de Biochimie et Génétique 

 The p.Leu435His mutation affects an amino acid in he-
lix 8 of the predicted  � -helical domain of MTP ( 43 ). 
Although this helix is not included in the major binding 
site for PDI and ApoB ( 43–45 ), the MTP activity of the 
mutant protein is very low and similar to that of “severe” 
mutations. The p.Leu435His mutation leads to a nonfunc-
tional protein probably by affecting the MTP folding. Mis-
folded MTP may be targeted for degradation in the 
intestine or the liver; however, this recognition of mis-
folded proteins cannot be observed in heterologous ex-
pression systems (transfected COS-1 cells). 

 The c.619-5_619-2del is probably responsible for the 
mild phenotype, as it produces two transcripts. One is nor-
mal-sized and contains exon 6 of the  MTTP . The other 
transcript is aberrantly spliced and lacks exon 6. The phe-
notype may result from the correctly spliced RNA, which is 
able to produce an active MTP. Although there may be 
some variability in the amounts of correctly spliced RNA 
between HeLa cells and the liver or the intestine, the 
marked effect of the intronic deletion observed in HeLa 
cells most likely refl ects what might be expected in other 
cell types. A possible molecular mechanism for this splic-
ing anomaly, predicted by the in silico analysis, is the short-
ening of the polypyrimidine tract by the deletion of one 
TTTA repeat. This deletion, by changing the number of 
uridines in the  MTTP  pre-mRNA   from 9 to 6, would de-
crease the number of interactions between the polypyrimi-
dine tract and the pre-mRNA splicing factor U2AF65. This 
step is crucial as it is one of the fi rst stages of splice site rec-
ognition. Short polypyrimidine tracts have been shown to be 
associated with variable levels of correctly spliced transcripts 
in the CFTR gene ( 46 ), thus providing evidence for incom-
plete penetrance of some splicing mutations in disease. 

 TABLE 2. Atypical mild cases of ABL reported in the literature 

Case 1 Case 2 Case 3 Case 4 Case 5

Reference ( 42 ) ( 13 ) ( 19 ) ( 15 ) ( 14 )
Mutation [c. 61+2T>C]+ 

[c.419-420insA]
Homozygous 
p.Asn780Tyr

[c. 61+1G>C]+ 
[p.Ile564Thr]

Homozygous 
p.Ser590Ile

Homozygous 
p.Ser590Ile

Age at diagnosis (year) 13 27 1.25 52 24
Age at present (year) 32 27 5 52 44
Context of diagnosis NA During a routine 

medical 
examination

Hepatomegaly + liver 
dysfunction

During a routine 
medical 

examination

NA

Malabsorption + 0 NA + +
Liver impairments ALT, AST, GGT 

increased
Mild fatty liver Hepatomegaly, 

steatosis, fi brosis
NA NA

Neurologic impairments Reduced refl exes 0 0 0 0
Ophthalmologic 

impairments
Minor xerophtalmia 

and abnormal 
dryness of 

membrane of the 
eyes

0 0 Atypical retinitis 
pigmentosa

Retinopathy

Vit E (μmol/l) 14 (RI: 12–36) 
on replacement 

therapy

<2.4 10 (RI: 18–34) 23 (RI: 12–46) NA

TC (mmol/l) 0.90 0.87 1.25 to 2.36 0.85 NA
TG (mmol/l) 0.50 0.03 0.11 to 1.14 0.06 NA
HDLC (mmol/l) 0.50 0.59 NA 0.68 0.56
LDLC (mmol/l) 0.07 NA NA 0.16 NA
ApoB (g/l) 0.06 0.006 <0.007 NA NA
MTTP activity NA Negligible NA NA NA

+, present; 0, absent; HDLC, HDL cholesterol; LDLC, LDL cholesterol; NA, not available; RI, reference interval; TC, total cholesterol; TG, 
triglyceride; Vit, vitamin.
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Supplemental Data 1 : Sequencing of genomic DNA
Figure 1A : Sequencing of the exon 10 of the MTTP gene

Figure 1B : Sequencing of the intron 5 and exon 6 of the MTTP gene
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5 μL of RT-PCR products were loaded on a 2% agarose gel. A: Total RNA was extracted
from COS-1 cells transfected with the wild type MTP c.DNA (1) or the p.Leu435His c.DNA
(2) or the p.Leu435Val c.DNA (3) or the p.Leu435Glu c.DNA (4) or the p.Cys194Stop 
c.DNA (5) or untransfected (6). After reverse transcription, amplification of a 706 bp
fragment was performed with primers cMTTP-946F and cMTTP-1098rev. B: same as A 
but a 1582 bp PDI c.DNA fragment was amplified with primers PDI-Hind3-1 and PDI-
Hind3-2. 

A B

Supplemental Data Figure 2

C

COS-1 cells were transfected with MTTP-AcGFP1 fusion vector by microporation. 
Fluorescence was observed using Nikon Eclipse TE 2000-U microscope (objective 20) 48 
hours after transfection.

Wild type p. Leu435His

GFP alone Untransfected
COS-1 cells

p.Cys194Stop



Sequencing of the 248 bp RT- PCR product from minigene transfection : 

pTB exon 3 Beginning of MTTP exon 7

End of MTTP exon 7 pTB exon 4

Sequencing of the 386 bp RT- PCR product from minigene transfection : 

pTB exon 3 pTB exon 4

Supplemental Data Figure 3
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Background & Aims: Non-alcoholic steatohepatitis leading to
fibrosis occurs in patients with abetalipoproteinemia (ABL) and
homozygous or compound heterozygous familial hypobetalipo-
proteinemia (Ho-FHBL). We wanted to establish if liver altera-
tions were more frequent in one of both diseases and were
influenced by comorbidities.
Methods:We report genetic, clinical, histological and biological
characteristics of new cases of ABL (n = 7) and Ho-FHBL (n = 7),
and compare them with all published ABL (51) and Ho-FHBL
(22) probands.
Results: ABL patients, diagnosed during infancy, presented
mainly with diarrhea, neurological and ophthalmological impair-
ments and remained lean, whereas Ho-FHBL were diagnosed
later, with milder symptoms often becoming overweight in
adulthood. Despite subtle differences in lipid phenotype, liver
steatosis was observed in both groups with a high prevalence
of severe fibrosis (5/27 for Ho-FHBL vs. 4/58 for ABL (n.s.)). Serum
triglycerides concentration was higher in Ho-FHBL whereas total
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and HDL-cholesterol were similar in both groups. In Ho-FHBL
liver alterations were found to be independent from the apoB
truncation size and apoB concentrations.
Conclusions: Our findings provide evidence for major liver
abnormalities in both diseases. While ABL and Ho-FHBL patients
have subtle differences in lipid phenotype, carriers of APOBmuta-
tions are more frequently obese. These results raise the question
of a complex causal link between apoB metabolism and obesity.
They suggest that the genetic defect in VLDL assembly is critical
for the occurrence of liver steatosis leading to fibrosis and shows
that obesity and insulin resistance might contribute by increasing
lipogenesis.
� 2014 European Association for the Study of the Liver. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a common disease in
which prevalence is rising rapidly. NAFLD is most often driven by
increased lipogenesis, which occurs in metabolic syndrome, dia-
betes, and familial combined hyperlipidemia. Less frequently,
NAFLD is observed in alterations in VLDL assembly occurring in
heterozygous hypobetalipoproteinemia (Hz-FHBL) [1]. Hypobeta-
lipoproteinemias represent a clinically complex and heteroge-
neous group of disorders characterized by a decrease of
LDL-cholesterol (LDLc) and apolipoprotein B (apoB) concentrations
below the 5th age- and sex-specific percentile [2–4]. In this
report, we focus on two rare diseases: patients with homozygous
or compound heterozygous mutations in the MTTP gene leading
to abetalipoproteinemia (ABL) (MIM 200100), and with homozy-
gous or compound heterozygous mutations in the APOB (FHBL,
MIM 107730) gene leading to familial hypobetalipoproteinemia
(Ho-FHBL).

In ABL, a rare autosomic recessive disease, several mutations
have been identified in the microsomal triglyceride transfer pro-
tein large subunit gene (MTTP), which encodes the MTP protein,
the apoB chaperone protein, leading to a defect in apoB lipidation
and consequently a lack of chylomicrons and VLDL secretion. In
Ho-FHBL, a rare autosomal co-dominant disorder, the molecular
defect leads to the absence of functional apoB100 and conse-
quently to a defect in the secretion of b-lipoproteins. If the muta-
tion affects one of the first 2152 residues, it additionally leads to
the absence of functional apoB48 and the lack of chylomicron
secretion.

An increased incidence of NASH (non-alcoholic steatohepati-
tis) was reported with controversial findings regarding insulin
resistance in Hz-FHBL [5–13]. Interestingly, intra hepatic triglyc-
eride content was found increased under treatment by mipomer-
sen, an apoB synthesis inhibitor; histological NASH have also
been reported both after mipomersen and lomitapid an MTP
inhibitor in cases of hyperlipidemic patients [14–17]. However
no obvious increase in insulin resistance was found when apoB
synthesis was inhibited [14]. These findings raise the question
of a major potential risk of severe hepatic complications in Ho-
FHBL and in ABL.

Upon finding cases of severe fibrosis in ABL and Ho-FHBL, we
wanted to establish if NASH prevalence leading to fibrosis was
higher in one of both diseases and if it was dependent of any
comorbidities. This led us to correlate liver alterations with lipid
and clinical phenotype in ABL and Ho-FHBL. Our study includes

our cohort (7 new ABL cases, 7 new Ho-FHBL cases) and a review
of all the previous cases with characterised mutations reported in
the literature (including an update of 6 previously published ABL
cases), with a total of 67 ABL cases from 58 families and 41 Ho-
FHBL cases from 27 families.

Patients and methods

Study population

Our clinical cohort consists of 14 new cases from 12 families from Europe and
North Africa, including 9 women and 5 men, aged from 4 months to 42 years.
Informed written consent was obtained from the patients and their parents for
blood sampling. Cases were entitled A for ABL and B for Ho-FHBL patients. Clinical
data were now updated for with 6 additional patients we had previously
described [18–21] between the age of 17 to 36 years.

Cases compilation was performed within literature, cases with molecular
diagnosis were selected (see chapter after). For each criterion, the features of
all patients are shown simultaneously (those already published together with
our new cases), the ABL then the Ho-FHBL patients are reported, followed by a
comparison between both groups.

Classification of the population: Molecular diagnosis

Our clinical cohort: Following the extraction of genomic DNA from the blood,
encoding regions and the flanking intronic junctions of the MTTP and APOB genes
were amplified by PCR. The amplicons were directly sequenced on an ABI PRISM
3730 DNA sequencer (Applied Biosystems). Analysis of large genomic DNA frag-
ments was performed with Expand Long Template PCR System (Roche�), as pre-
viously described [22], with the exception of an elongation time of 8 min
(temperature of hybridisation: 58 �C).

Cases compilation: Among 75 studies and our work, homozygous or com-
pound heterozygous mutations including truncated proteins, intronic mutations
affecting splicing and missense mutations with damaging effect (familial trans-
mission or MTP activity measurements in the article) were documented. In silico
analyses of the mutations were performed with Alamut v2.0 (Interactive Soft-
ware), Polyphen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) and SIFT (http://sift.jc-
vi.org/www/SIFT_aligned_ seqs_submit.html). Consequently carriers of p.D384A,
p.H297Q, and p.G661A mutations in MTTP gene were not included. From litera-
ture, 60 ABL cases from 51 families and 34 Ho-FHBL cases from 22 families were
included in addition to the 14 new cases from our cohort (7 ABL cases and 7 Ho-
FHBL).

Mutations were named according to HGVS recommendations. When the
mutation led to a truncated protein, the name of the abnormal protein was given
according to the centile designation [23].

Biological and clinical exploration

For all patients, a retrospective study was performed: comprehensive biological
(first detailed lipid profile, fat load, vitamin E), histological (liver biopsy) and clin-
ical (gastrointestinal, ophthalmic and neurological) data was collected. Homeo-
stasis Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR) was calculated as
previously described [24].

Liver evaluation

Liver alterations were assessed by liver function tests (LFT), imaging (ultrasound,
transient elastography using FibroScan�) and liver biopsy. When biopsies were
available, the histological scoring system proposed by the NASH Clinical Research
Network (NASH CRN) was used to describe liver histology (steatosis, activity and
fibrosis) [25]. Fibrosis score was assessed by special stains (Masson trichrome and
Sirius red).

Statistical analysis

For statistical analysis only one case per family (proband) was studied, conse-
quently 58 ABL and 27 Ho-FHBL probands were compared. Comparison of the dis-
tribution of qualitative variables was performed by Fisher exact tests, Student t
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tests and non-parametric Mann-Whitney tests in the case of non-Gaussian distri-
bution (TG, LDL-cholesterol, apoB) were used to compare quantitative variables.
Correlations were assessed by linear regression.

All statistical tests were two tailed and p values <5% were considered as sig-
nificant. No type-I error rate correction was applied.

Results

Complete clinical and biological description of each new case is
available in Supplementary Tables 1 and 2.

Classification of the patients: Mutations analysis

ABL patients
New ABL cohort:We report 7 new cases (A1-A7) from 7 different
pedigrees. The analysis of the MTTP gene revealed 5 new substi-
tutions or short deletions leading to the formation of short trun-
cated MTP protein (Table 1). A new homozygous major
rearrangement (c.1068-2127_1138 del 2198bp) was found in
A5 without known consanguinity, leading to a partial deletion
of intron 8 and a fraction of exon 9 (p.Pro357Phefs⁄4).

All ABL cases: A total of 67 patients from 58 families with
complete molecular diagnosis have been thus far described
including 25% of compound heterozygotes; 53 different muta-
tions have been described for these ABL patients: 45 with
absence, truncated protein or abnormal C-terminal end and only
8 with missense mutations (this study, [19–21,26–49]).

Ho-FHBL cases
New Ho-FHBL cases: We report 7 new Ho-FHBL cases from 5 dif-
ferent pedigrees. The analysis of the APOB gene revealed 7 new
mutations (Table 1), of which 5 led to a stop codon in the peptide
signal or to a truncated apoB protein (size between 1.4 and
34.8%). 2 new missense mutations (p.C97G and p.D2182Y)
located in the b-barrel involved in a disulfide bond [50] and were
found in 2 homozygous brothers. An in silico study indicated that
both mutations were probably damaging and low LDLc segre-
gated with these mutations (Supplementary Fig. 1).

All Ho- FHBL cases: Only 41 subjects from 27 families have a
complete molecular diagnosis, 35 different mutations had been

described so far: 32 with truncated proteins (from signal peptide
to 89% of apoB100) and only 3 with missense mutations
[40,42,51–90].

Lipid profile and plasma vitamin E concentration

ABL cases: All ABL probands exhibited typical severe hypolipide-
mia (Fig. 1, Table 2, and Supplementary Table 3). 16 ABL probands
exhibited undetectable or very low levels of vitamin E (either
before and/or after supplementation); only 3 patients with mild
or atypical phenotype of ABL exhibited normal plasma concentra-
tion of vitamin E before and/or after supplementation (this study,
[21,29,31–34,37,38,45]).

Ho-FHBL cases: All Ho-FHBL probands exhibited hypocholes-
terolemia (Fig. 1, Table 2, and Supplementary Table 3). However,
a large range of total, HDL-cholesterol, TG and apoB concentra-
tion was observed (Table 2). Interestingly a positive correlation
was observed between the size of the truncated protein, age
at diagnosis, and total, LDL and HDL-cholesterol (p <0.01)
(Supplementary Table 4). A broad range of vitamin E concentra-
tions was observed. Normal levels before or during treatment
in patients carriers of either missense mutation or truncated
protein larger than 38.7% (our cohort, [55,56,70,71,76,78,
81,84,85,87,89,90]) were found (data not shown).

Comparison of ABL vs. Ho-FHBL cases: While ABL cases pre-
sented with lower LDL-cholesterol concentrations and signifi-
cantly lower TG and apoB concentrations than Ho-FHBL, both
groups presented hypocholesterolemia and hypotriglyceridemia.
Due to the large range of plasma lipid levels, some Ho-FHBL
probands presented lipid profiles similar to ABL cases.

Clinical data

Liver abnormalities
Our cohort of ABL cases: Among the 7 new and 5 updated cases,
all patients presented either with history of hepatomegaly and/or
an increase of aminotransferases and/or steatosis (ultrasound).
3/6 had increased liver elastometry values (P8 kPa) (Supplementary
Tables 1, 2, and 5). A liver biopsy was available in two cases (one
previously published [21], and Fig. 2) and showed mild to

Table 1. Gene mutations in our series of 14 patients with ABL or Ho-FHBL and the predicted size of the encoded proteins.

Case Gene Status Mutation Protein (encoded-protein size)
A1 MTTP Ho c.910-1G>T p.Leu304Thrfs*28
A2, A3 MTTP Ho c.1392delA p.Glu465Argfs*13
A4 MTTP Ho c.1655C>T p.Pro552Leu
A5 MTTP Ho c.1068-2127_1138 del 2198 p.Pro357Phefs*4
A6 MTTP C het c.[1A>G];[2445delC] p.[Met1?];[Thr816Glnfs*10]
A7 MTTP C het c.[154C>T];[2218-2A>G] p.[Gln52*];[Glu740Glyfs*8]
B1 APOB Ho c.73delG p.Ala25Profs*68
B2, B3 APOB Ho c.614delC p.Thr205Metfs*27 (4.4%)
B4 APOB Ho c.4714-4715delTC p.Ser1572* (34%)
B5, B6 APOB Ho [c.289T>G;c.6544G>T] p.[Cys97Gly; p.Asp2182Tyr]
B7 APOB C het [c.2115delT];[c.4818C>G] p.[Phe705Leufs*30];[Tyr1606*](15.6%; 34.8%) 

Ho homozygous, C het compound heterozygous; in bold: new mutations.
Nucleotide numbers are derived from APOB cDNA sequence [Genbank NM_000384.2] and MTTP cDNA [Genbank NM_000253.2]. Amino acid sequence changes in apoB and
MTP are described according to the National Center for Biotechnology Information reference sequence [NP_000375.2 GI:105990532] and [NP_000244.2 GI:153285408]
respectively, including signal peptide (27 amino acids) for apoB.
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extensive steatosis (30% of the core of all hepatocytes) with a
prominent microvesicular pattern, which was mainly located in
the centrilobular areas. Portal tracts were mildly expanded and
inflamed. No hepatocellular ballooning, lobular inflammation or
perisinusoidal fibrosis was identified. According to the NASH
CRN scoring system, the score was 1 to 3 for NAFLD activity
and 1c to 3 for fibrosis.

Among all the ABL patients (including the new patients),
information on liver status was found in 29 patients (Table 3,
Supplementary Table 5), 26 (90%) presented either hepatomegaly
or increased of aminotransferases or liver steatosis (ultrasound).
Liver steatosis was reported for 19 probands (31%): 7/26 children
and 12/32 adult probands (mean age of adults with liver impair-
ments: 29 ± 9 years). Histological analysis of liver biopsies
revealed or confirmed steatosis in all 3 additional cases. Steatosis
was massive and associated with a bridging portal fibrosis in the
2 youngest cases (aged of 2 to 4), and despite a late diagnosis for
two adults it was moderate with mild or no portal fibrosis in the
oldest patients (Supplementary Table 5).

Ho-FHBL cases: Among the 7 new cases, all presented either
with hepatomegaly and/or increase of aminotransferases and/or
steatosis (ultrasound). 3/4 of them had liver elastometry levels
consistent with significant fibrosis (15, 20, P30 kPa) (Supple-
mentary Tables 1, 2, and 5). Liver biopsies were available in 3
cases. Steatosis occurred between 40 and 70% in 2 cases; accord-
ing to the NASH CNR staging system, fibrosis was scored 1a (B5),
2 (B7) and 4 (B3, cirrhosis) (Figs. 3 and 4).

In all Ho-FHBL cases information on liver status was available
for 25/41 patients (Table 3, Supplementary Table 5), 24/25 pre-
sented hepatomegaly or increased of aminotransferases or liver
steatosis (ultrasound). Liver steatosis or cirrhosis was described
for 12 probands (44%): 2/7 children, 10/20 adult probands (mean
age of adults with liver impairments: 39 ± 12 years). Steatosis
was found in all biopsy cases except one which was performed
in a hepatocellular carcinoma area. The pattern was macrovesic-
ular or mixed. Portal fibrosis could be found early in the course of
the disease and was not related to the percentage of steatosis (B2,
B4, B5, B7, [68,71,75,80,88,89,91]). Liver alterations were found
independent of the size of the truncation, and of mutations (mis-
sense vs. nonsense) (Supplementary Table 5).

Comparison of ABL vs. Ho-FHBL cases: Steatosis was
observed in both groups (p = 0.46), liver fibrosis was found in
approximately 1 out of 5 Ho-FHBL and 1 out of 10 ABL probands
(p = 0.30).

In both diseases, liver abnormalities were independent of the
total cholesterol (range 0.31 to 2.66 mmol/L), triglycerides (<0.02
to 1.40 mmol/L) and apoB (<0.02 to 0.22 g/L) levels (Table 3, Sup-
plementary Table 5). In both diseases, liver abnormalities were
also independent of the result of the fat load (Supplementary
Table 5).

Circumstances of diagnosis (age and clinical features at diagnosis)

ABL cases: 58 ABL probands were referred during infancy (med-
ian of age at diagnosis: 3.8 years). Most of which presented with
typical features (diarrhea, failure to thrive, ataxia, retinitis pig-
mentosa) but six patients had either atypical signs (biological
alterations or liver injury alone) or a mild phenotype [21,32–
34,37,38]. ABL patients with liver injury presented either typical
features or atypical phenotype.

Ho-FHBL patients were referred later (median of age at diag-
nosis: 21 years). Clinical manifestations in these 27 patients with

Table 2. Biological comparison of ABL and Ho-FHBL patients (literature and our cohort).

All probands
ABL (n = 58) Ho-FHBL (n = 27) p value

n variable n variable
Age at the time of lipid profil (yr) 47 4.0 [8.4-17.1] 25 21.0 [19.6-36.4] <0.01
Total cholesterol (mmol/L) 45 0.87 [0.82-1.02] 25 0.88 [0.83-1.37] 0.22
Triglycerides (mmol/L) 40 0.09 [0.10-0.20] 24 0.23 [0.22-0.53] <0.01
LDL-C (mmol/L) 31 <0.04* [0.03-0.13] 23 0.06 [0.04-0.18] 0.28
HDL-C (mmol/L) 32 0.71 [0.66-0.83] 20 0.77 [0.68-1.23] 0.15
ApoB (g/L) 34 <0.02* [0.001-0.023] 23 <0.02* [0.016-0.080]
ApoA1 (g/L) 12 0.50 [0.43-0.61] 14 0.97 [0.69-1.37] <0.01

Variable: median [95% interval of confidence].
⁄Below detection threshold.
For comparison according to age, see Supplementary Table 3.
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Fig. 1. Comparison of ABL and Ho-FHBL lipid profiles of all probands.
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A B

* 

C

Fig. 2. Histological features of the liver biopsy performed at the age of 14 in the updated case 3 (ABL). (A) There is neither portal bridging fibrosis, nor diffuse steatosis.
HES (hematoxylin eosin saffron) 20�. (B) A few portal tract are expanded (fibrosis score F1 according to METAVIR). Large lipid droplets (macrovesicular steatosis) are seen
in some groups of hepatocytes (arrows). Masson trichrome 100�. (C) Steatosis is mainly located in centrilobular areas (⁄on the central vein) with a mixed pattern (large and
small lipid droplets). There is no activity, no necrosis, no perisinusoidal fibrosis. Sirius Red 100�.

Table 3. Compilation of liver anomalies in all ABL and Ho-FHBL patients (compilation of probands + homozygous or compound heterozygous relatives).

 ABL (n = 67) Ho-FHBL (n = 41) p value
Age (end of the study, yr) 21.0 [14.4-26.4] (n = 26) 28.0 [22.9-39.0] (n = 23) 0.05
BMI 20.2 [18.7-20.8] (n = 14) 25.2 [20.6-30.5] (n = 12) 0.07
Hepatomegaly 

Not found
Presence

8 (7 P + 1 AR)
9 P

5 (4 P + 1 AR)
8 (6 P + 2 AR)

ALT, AST, GGT: 
Normal
Increased 

6 P
17 (16 P + 1 AR)

3 P
16 (10 P + 6 AR)

Ultrasound hyperechogenicity : 
No 
Observed

0
20 (19 P + 1 AR)

2 P
14 (11 P + 3 AR)

Liver elastometry 
Median (kPa) 
[95% CI]

6 cases (5 P, 1 AR)
6.6 
[2.3-14.7]

4 cases (2 P, 2 AR)
17.5 
[2.5-31.5]

0.19

Biopsy
Steatosis
Fibrosis
Cirrhosis/hepatocarcinoma

6 P
6
4 (F1-F4)
1

9 (8 P + 1 AR)
8
6 (F1-F4)
3 (2 P + 1 AR)/1P

HOMA  IR
Age at lipid profile (yr)

1.7 [0.9-2.6] (n = 5) 3.8 [0.0-15.3] (n = 6) 0.19
19.5 [13.4-25.1] (n = 26) 31.5 [21.2-39.3] (n = 22) 0.04

Total cholesterol (mmol/L) 0.98 [0.88-1.23] (n = 25) 0.93 [0.84-1.41] (n = 22) 0.73
Triglycerides (mmol/L) 0.07 [0.07-0.23] (n = 24) 0.17 [0.20-0.55]  (n = 22) <0.01

Variable: median [95% interval of confidence] or number of cases.
P, probands; AR, affected relative (ABL or Ho-FHBL).
F1 to F4: METAVIR score.
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Ho-FHBL were heterogeneous. 44% had typical features (failure to
thrive, diarrhea) similar to symptoms in ABL (group 1), while 24%
had other clinical manifestations (group 2): vomiting, isolated
hepatic complications, prominent neurological features. 32%
were asymptomatic (group 3) and diagnosed in the course of
another unrelated pathology, or by systematic screening. Ho-
FHBL patients with liver anomalies were found in all 3 groups.

Evolution of thrive, body weight and occurrence of type 2 diabetes

ABL cases: During adulthood these patients remained lean: 9/14
had a BMI (Body mass index) <20. Patients with liver anomalies
exhibited a similar BMI (mean 19.6 ± 1.8, extreme values: 17
and 22.3). Only one case of type 2 diabetes was found in a 52 year
old patient with mild atypical abetalipoproteinemia. HOMA-IR
was calculated for 5 patients with liver anomalies and found
increased in one of them.

Ho-FHBL cases: Only one third of all Ho-FHBL probands had a
report of troubles in infancy, with in that case, 80% of failure to
thrive. Two patients were obese in infancy [55,87]. During adult-
hood, several Ho-FHBL patients were overweight (5/11: BMI 25-
30), and 2/11 were obese (our cohort, [54,67,72,88,90]). Patients
with liver anomalies presented with BMI between 15.9 and 41
(mean 25.6 ± 7.8). 2 literature cases and in addition 2/7 of our
Ho-FHBL cases (1 proband and 1 sibling) presented with early
type 2 diabetes diagnosed before 36 years of age (B3, B5,
[81,88]), all of the aforementioned presented with liver anoma-
lies. HOMA-IR was determined for 6 patients with liver anomalies
and found increased for 4 of them.

ABL and Ho-FHBL cases: ABL patients were much leaner than
Ho-FHBL (Table 4). No overall correlation was found between
HOMA IR and liver elastometry in the 9 patients who had both
measurements documented. Overall the 4/5 abetalipoproteine-
mia patients had low HOMA-IR index and only 2 had a mild
increase in liver elastometry, whereas 3 of the 4 Ho-FHBL had
both an increase in HOMA-IR and liver elastometry, without obvi-
ous positive correlation within this group (see Supplementary
Fig. 2).

Discussion

We report the clinical phenotype (at diagnosis and during the fol-
low-up) and the genotype of 14 new patients with ABL or Ho-
FHBL and we present a review focused on liver alterations occur-
ring in all previously described cases with molecular defect
reported. Collective consideration of all ABL (67 pro-
bands + homozygous relatives) and Ho-FHBL (41 cases) provides
new insights in the occurrence of liver alterations associated with
a genetic defect in the assembly of TG rich lipoproteins.

Despite their scarcity, ABL and Ho-FHBL requires more thor-
ough consideration. Although both diseases result in a lack of
LDL, ABL cases were usually referred during infancy and these
patients remained skinny during adulthood. Ho-FHBL patients
were mostly referred at adulthood (median of age at diagnosis:
21 years) with highly heterogeneous clinical manifestations. Sim-
ilarly to ABL, when truncated apoB was shorter than 34%, diagno-
sis was made in infancy (4.9 ± 6.3 years). When truncated apoB

Fig. 3. Histological features of the liver biopsy performed at the age of 38 in the case B2 (Ho-FHBL). (A) Cirrhosis features of the core: liver parenchyma is subdivided
into nodules due to numerous portal bridges (fibrosis score F4 according to Metavir). Sirius red 25�. (B) Steatosis is diffuse and mixed. PT (portal tract). CV (central vein).
Masson trichrome 100�. (C) Some portal tracts are moderately inflamed with focal interface hepatitis (arrows). HES 100�. (D) 1 focus of hepatocytes necrosis inside the
lobular area (arrow). Sirius Red 200�.
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was longer than 34%, most of the patients were asymptomatic
and sometimes diagnosed because of NASH related disorder.
Interestingly, during adulthood, Ho-FHBL patients could be over-
weight with fibrosis found in patients with increased insulin
resistance.

NASH leading to fibrosis in both ABL and Ho-FHBL cases

Hepatomegaly and abnormal LFT (ALT, AST, GGT) was present in
more than 75% of cases in both conditions. On ultrasound,

suspected steatosis was reported in all ABL cases and most of
Ho-FHBL cases. Through liver elastometry, pronounced fibrosis
was shown in 3/4 Ho-FHBL cases (median 17.5 kPa). Liver biopsy
always confirmed steatosis, with the exception of one case, and
fibrosis was shown in 4/6 ABL and 6/9 Ho-FHBL with a pattern
strongly reminiscent of that observed in NASH. Cirrhosis could
be observed early during infancy (1 Ho-FHBL and 1 ABL patients
were under 3 years old). In addition, two ‘‘ABL’’ patients, who
were not included in our compilation since they were without
molecular diagnosis, were previously reported to require hepatic

A B

C D

Fig. 4. Histology and ultrastructural changes of Ho-FHBL patient B7. (A) Liver parenchyma with conserved architecture and normal portal tracts; macrovacuolar
steatosis involving about 40% of hepatocytes, with centrilobular predominance; thickening of centrilobular vein walls and centrilobular perisinusoidal fibrosis; absence of
significant inflammatory changes. Hematoxylin-eosin-saffron, original magnification 200�. (B) Hepatocytes contain numerous free lipid droplets of micro-and macro-
vacuolar steatosis (L); endoplasmic reticulum is diffusely dilated (black arrow head); numerous calcium deposits in mitochondrial matrix (insert) as well as numerous
dense bodies are visible (white star). The bar represents 2 lm. (C) Several hepatocytes are abutting a sinusoid, viewed tangentially; a Kupffer cell (K) and portions of
fenestrated endothelial cells are visible; in addition to numerous lipid droplets (L) and endoplasmic reticulum dilation visible in hepatocytes (black arrow head), note the
presence of thick collagenous bands, between hepatocytes and the sinusoidal wall, confirming the existence of perisinusoidal fibrosis (white arrows, as in B). The bar
represents 2 lm. (D) Golgi cisternae are dilated (G) as well as endoplasmic reticulum (black arrow head); note the numerous dense bodies, peroxisomes and lysosomes
(white stars); a slightly dilated bile canaliculus is visible (bc). The cell nucleus is labelled N. The bar represents 500 nm.
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transplantation (14 and 20 years of age) [92,93]. At odds with a
recent report, our findings show a progression to severe fibrosis
at least in a subset of patients [94].

Interplay between liver abnormalities and MTTP and APOB
mutations

Common SNPs in the MTTP promoter region predispose to NASH,
in the general population, by impairing TG rich lipoprotein export
due to a lower transcriptional activity of MTTP [95,96]. Moreover
various studies claimed that Hz-FHBL per se does not lead to pro-
gressive liver disease unless associated with concurrent liver
aggressions such as diabetes, obesity, and alcohol [10,97,98].
However, several arguments demonstrate the damaging role of
the lack of apoB secretion per se: (1) In Ho-FHBL, steatosis asso-
ciated with earliest stages of portal fibrosis have been found in
a 10 month old boy before any interfering treatment [71,91];
(2) in Hz-FHBL, NAFLD is frequent and cases of non-alcoholic
fatty liver disease (NASH), early development of liver cirrhosis
leading to transplantation was reported in a patient with normal
BMI [99], as well as cirrhosis in a normal weight (BMI 24 kg/m2)
27 year old adult without diabetes and alcohol consumption
[100]; (3) steatosis was consistently reported in several apoB syn-
thesis inhibitor trials and one case of liver fibrosis was reported
following long term treatment with lomitapid a MTTP inhibitor
[14–17].

These reports, in addition to our findings obtained in homozy-
gous patients, demonstrate the damaging role of hepatic TG accu-
mulation per se even in the absence of oxidative stress mediated
by abdominal obesity and/or diabetes.

In chow-fed ABL mice, despite marked accumulation of TG in
hepatocytes, apoB does not accumulate in microsomes and ER
(Endoplasmic Reticulum) and stress markers are not induced;
however in experimental model, induction of liver steatosis upon
MTP inhibition led to endoplasmic reticulum stress [101]. More-
over, in a cell model of apoB mutations, apoB retention in the ER
and autophagy were demonstrated depending on the missense
mutations. Protein retention in the ER and autophagy were com-
monly associated to ER stress and fibrosis development respec-
tively [102–104]. Consequently ER stress upon misfolded apoB
might be a common process in both diseases leading to fibrosis.

Determinants of major liver damage

Variability in liver alteration, despite similar mechanisms, raises
the question of the involvement of additional genetic and/or
environmental factors.

Firstly, in this study, liver complications seem to be more fre-
quent in the group of Ho-FHBL probands (5/27) than in the group
of ABL probands (4/58) (RR 1.91 [0.97–3.79] p = 0.1). We cannot
exclude the influence of age which was significantly higher in
Ho-FHBL patients. However, portal fibrosis was described in a
10 month-old Ho-FHBL boy and 1 ABL female with fatty liver
without fibrosis at 29 years of age with a late diagnosis
[29,105]. Secondly, neither the nature of the mutation nor the
size of the apoB truncation was closely related to hepatic injuries.
In Ho-FHBL patients with liver alteration, the size of the trun-
cated protein ranged from 2 to 87% and was found both in non-
sense or missense mutation carriers. In our study, major liver
alterations were found both in patients carrying truncated apoB
<30% (not secreted), >30% (secreted). This finding is in accordance
with previous results from Sankatsing obtained in Hz patients: in
33 patients from 4 pedigree studied, the severity of hepatic stea-
tosis was independent of the size of the truncations [7]. Thirdly,
in both diseases, the severity of the liver disease was not obvi-
ously related to the plasma concentration of total cholesterol, tri-
glycerides and apoB levels or fat load response. Finally, the
severity of the liver disease, in both diseases, was not obviously
related to vitamin E plasma concentrations. Indeed, some
patients presented with early fibrosis in childhood despite sub-
normal plasma vitamin E concentration [29,81,105]. However,
the retrospective design of the study involving a low number of
patients with documented plasma vitamin E concentration pre-
cludes any reliable statistical analysis of the interaction between
plasma tocopherol and the occurrence of fibrosis in both diseases.

Influence of overweight and diabetes

Surprisingly, excess bodyweight or obesity occurred whatever
the APOB mutation and even in patients who exhibited malab-
sorption and growth retardation in childhood (our cohort,
[54,55,67,80,87]). Moreover, insulin resistance was frequent
when assessed and type 2 diabetes diagnosed before 40 years

Table 4. Clinical comparison of all ABL and Ho-FHBL patients (literature and our cohort).

All probands
ABL (N = 58) Ho-FHBL (N = 27) p value

n variable n variable
Sex (% of women) 53 49% 27 63% 0.34
Age at diagnosis (yr) 41 3.8 [5.0-11.6] 21 21.0 [14.8-35.1] 0.01
Age at the time of study (yr) 57 18.0 [15.5-23.6] 25 31.0 [23.7-39.7] <0.01
BMI (kg/m2) 15 19.7 [18.6-20.5] 11 25.3 [20.9-28.9] 0.04
Diarrhea in infancy 51 94% 15 60% <0.01
Steatorrhea 21 76% 14 57% 0.28
Failure to thrive 24 92% 10 80% 0.56
Ophthalmological impairments 45 62% 17 18% <0.01
Periph neurological impairments 39 54% 19 26% 0.06

Variable: percentage, median [95% interval of confidence], or number of cases.
N, total number of cases; n, number of documented cases; periph, peripheral.
For comparison according to age, see Supplementary Table 6.
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of age occurred in 3 (10%) of the all the Ho-FHBL probands (our
cohort, [81]). This finding is consistent with the increased over-
weight prevalence previously reported in a controlled study per-
formed in Hz-FHBL patients [5,11,13,81]. This study is the first
report that provides evidence for an association between ‘‘diabesity’’
and Ho-FHBL. The underlying mechanism remains elusive.

Whereas genetic defect in VLDL production is likely to be a
major factor of fibrosis since found in both conditions, Ho-FHBL
patients who tend to have an increased prevalence of liver fibro-
sis exhibited a significantly higher BMI and higher HOMA-IR
Index than ABL patients (63% had a BMI above 25 kg/m2).

In obese and children patients with Hz-FHBL, steatosis has
been shown independently of insulin-resistance and no obvious
increase in insulin resistance was observed in patient treated
by mipomersen [8,11–14]. Moreover, in the general population,
NAFLD was independently associated with an increased risk of
incident T2DM [106]. However NAFLD was found both in ABL
and Ho-FHBL whereas mostly Ho-FHBL patients were found to
be obese and diabetic. A causal link with obesity and insulin-
resistance remains to be clarified in Ho-FHBL patients since an
incidental co heritance of both diseases cannot be excluded.

In two Ho-FHBL sisters, one (B3) with type 2 diabetes has doc-
umented metabolic cirrhosis, whereas her non-diabetic sister
(B2) had a normal fibroscan 5.7 kPa. The contribution of other
genetic variants involved in severe liver fibrosis may occur in
addition to diabetes: B3 was found G/G carrier of PNPLA3
rs738409 known to increased risk of advanced fibrosis, whereas
B2 was found C/C (data not shown) [107].

Screening lipid phenotype and liver diseases in the family

Diagnosis of ABL and Ho-FHBL remains difficult due to an appar-
ently similar phenotype. Family screening can be used to distin-
guish ABL (recessive disease) and Ho-FHBL (co-dominant
transmission). Parents of ABL patients have mostly a normal lipid
profile whereas parents of Ho-FHBL have a mild hypocholesterol-
emia. However, sometimes parent’s ABL proband can have low
apoB, total and LDL-cholesterol whereas Hz-FHBL parents of
Ho-FHBL probands unexpectedly have an almost normal lipid
profile [29,32,36,42,49,80,108]. Consequently, when no mutation
has been found after sequencing the first gene, the second should
also be sequenced [109,110].

The identification of Ho-FHBL should lead to a cascade screen-
ing in the family since Hz-FHBL cases are mostly asymptomatic
and may present severe hepatic steatosis. This condition is fre-
quent (up to 60%) [5,9] and cases of NASH, with early develop-
ment of liver cirrhosis sometimes leading to transplantation,
were reported in Hz-FHBL [5,6,8,11,98,100,111]. Surprisingly,
the liver status of obligate heterozygote for MTTP mutation has
never been reported.

In conclusion, collective consideration of our new patients and
all previously described ABL and Ho-FHBL patients highlights the
high prevalence of NASH and related complications in both con-
ditions. These findings emphasise the need for strict liver moni-
toring in these patients and their relatives with heterozygous
disease and indirectly in patients treated by MTP inhibitors and
apoB antisense. Our study highlights the need to consider lipid
profile in any patients with NASH in order to screen for MTTP
or APOB mutations in hypocholesterolemic patients. Finally, fur-
ther studies are needed in order to establish how apoB mutations
might contribute specifically to overweight.
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II.  Développement d’une méthode de mesure d’activité LPL 

L’étude phénotypique des patients avec hypertriglycéridémie majeure devrait comporter une 

quantification de l’activité LPL ex vivo, enzyme clé de l’activité lipolytique. En effet, l’activité de 

cette protéine est modulée par de nombreuses autres protéines et l’expression de ce gène est 

puissamment régulée par des facteurs génétiques et environnementaux ; les patients peuvent donc 

présenter une diminution d’activité LPL sans pour autant présenter d’anomalie sur le gène LPL.   

L’activité LPL liée aux VLDL est difficile à mettre en évidence. Nous utilisons donc la 

propriété de relargage de la LPL après injection d’héparine [500] tout en prenant en compte 

l’activité de la lipase hépatique relarguée simultanément. Classiquement, la technique employée 

utilise un substrat trioléïne qui présente des inconvénients majeurs : ce n’est pas le substrat naturel 

de la LPL, le marquage radioactif présente les contraintes liées à l’utilisation et l’élimination des 

isotopes radioactifs, et les performances analytiques sont médiocres. (faible reproductibilité, 

mauvaise fidélité intermédiaire). 

Nous avons donc mis au point une mesure d’activité LPL en améliorant les performances 

analytiques de la méthode (robustesse). Nous avons employé un substrat naturel : pool de VLDL 

humains afin de mieux représenter l’activité physiologique. Les résultats de ce travail ont été 

publiés pour permettre le transfert de cette technique dans d’autres laboratoires de biochimie 

spécialisée et mieux explorer ainsi les malades présentant des HTG majeures (article 4). 
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Abstract

Background: Determination of lipoprotein lipase (LPL) activity is important for hyperchylomicronemia diagnosis, but
remains both unreliable and cumbersome with current methods. Consequently by using human VLDL as substrate we
developed a new LPL assay which does not require sonication, radioactive or fluorescent particles.

Methods: Post-heparin plasma was added to the VLDL substrate prepared by ultracentrifugation of heat inactivated
normolipidemic human serums, diluted in buffer, pH 8.15. Following incubation at 37uc, the NEFA (non esterified fatty acids)
produced were assayed hourly for 4 hours. LPL activity was expressed as mmol/l/min after subtraction of hepatic lipase (HL)
activity, obtained following LPL inhibition with NaCl 1.5 mmol/l. Molecular analysis of LPL, GPIHBP1, APOA5, APOC2, APOE
genes was available for 62 patients.

Results: Our method was reproducible (coefficient of variation (CV): intra-assay 5.6%, inter-assay 7.1%), and tightly
correlated with the conventional radiolabelled triolein emulsion method (n = 26, r = 0.88). Normal values were established at
34.8612.8 mmol/l/min (mean6SD) from 20 control subjects. LPL activities obtained from 71 patients with documented
history of major hypertriglyceridemia showed a trimodal distribution. Among the 11 patients with a very low LPL activity (,
10 mmol/l/min), 5 were homozygous or compound heterozygous for LPL or GPIHBP1 deleterious mutations, 3 were
compound heterozygous for APOA5 deleterious mutations and the p.S19W APOA5 susceptibility variant, and 2 were free of
any mutations in the usual candidate genes. No homozygous gene alteration in LPL, GPIHBP1 and APOC2 genes was found
in any of the patients with LPL activity .10 mmol/l/min.

Conclusion: This new reproducible method is a valuable tool for routine diagnosis and reliably identifies LPL activity defects.
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Introduction

Lipoprotein lipase (LPL) (glycerol ester hydrolase, EC 3.1.1.34)

plays a crucial role in the metabolism of very low density

lipoproteins (VLDL) and chylomicrons [1,2]. A large pool of this

enzyme bound to heparin sulfate proteoglycans and glycosylpho-

sphatidylinositol-anchored high density lipoproteins binding pro-

tein 1 (GPIHBP1) through ionic linkage [3,4], is releasable into

plasma following the intravenous injection of heparin. Familial

LPL deficiency is a rare autosomal recessive disorder which is

characterized by primary hyperchylomicronemia due to homozy-

gous or compound heterozygous mutations of LPL gene [5] as well

as to homozygous mutations of APOC2,GPIHBP1, APOA5 or

LMF1 genes [6–8]. Additionally, sporadic forms of severe

hypertriglyceridemia commonly result from complex interactions

between environmental and genetic factors leading to various

degrees of LPL deficiency [6]. Consequently, LPL activity

measurement remains primordial in order to decipher the

mechanisms underlying determinants of these heterogeneous

phenotypes and bring irreplaceable information in case of negative

or unavailable molecular diagnosis.

However, the LPL activity assay remains difficult. Methods

using commercial triglyceride (TG) emulsions as a substrate are

hampered by a high NEFA concentration at the basal state and a

lack of specificity due to the presence of mono and diglycerides

[9,10]. The use of trioleyl substrates with the incorporation of
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radioactive tracers (3H) by sonication under strictly controlled

conditions by Nilsson-Ehle et al published in 1972 [11], was a

major improvement. However, this time-consuming assay needs to

be performed in triplicate in order to minimize the intra-assay

error [12–15]. Despite several improvements, most of the current

methods using radiolabelled (3H or 14C) substrates cannot be run

on automats and require cumbersome strategies to inhibit hepatic

lipase activity. Some chromophoric [16–20] or fluorescent [21]

substrates have been used; however the preparation of these

substrates is problematic, the derivatives were unstable and the

method not sensitive enough [21]. In a recent method, Basu D et

al [15] used a commercially fluorescent substrate (EnzChek),

esterified by BODIPY-C12 at the sn-1 position of glycerol, which

was stable and solubilised with a specific detergent (Zwittergent).

Although highly appealing, this method has not been tested in

human post-heparin plasmas.

Therefore, we decided to set up a new reliable method sensitive

enough to allow human post-heparin LPL activity measurement in

routine conditions without requiring sonication, nor use of a

fluorescent or radioactive substrate. Seeking reliability, we

preferred to choose a natural substrate composed of pooled

human VLDL, thereby also providing the optimal amount of

human apoC-II.

Materials and Methods

Ethics Statement
Clinical investigations have been conducted according to the

principles expressed in the Declaration of Helsinki. Informed

written consent was obtained from the control subjects and the

patients before DNA sampling and heparin injection. The study

protocol was approved by our institutional ethical committee

(Comité d’Ethique du CHU de Lyon).

Patients
Twenty adults control subjects (9 men, 11 women, mean age

52617 years) were recruited in order to determine normal post-

heparin LPL activity (without history of hypertriglyceridemia or

diabetes). 71 hypertriglyceridemic patients with documented

history of type V dyslipidemia (TVHTG) were assessed with the

new method (Plasma TG concentration (TG) .15 mmol/l or

familial history of hypertriglyceridemia with TG.10 mmol/l).

Patients characteristics are summarized in Table 1.

Fasting venous blood samples were drawn into EDTA tubes on

ice before (T0) and 10 min (T10) after a 50 U/kg intravenous

heparin injection. The tubes were immediately centrifuged at 4uC
and plasma was frozen at 280uC.

VLDL substrate preparation
VLDL substrate was used for the LPL assay: 20 ml of human

serum were pooled from set of 10 human serum samples (TG 0.9–

1.75 mmol/l, HDL-cholesterol .0.9 mmol/l, total cholesterol

3.2–5.5 mmol/l). VLDL from the pool were isolated in 1.2 ml

polycarbonate tubes (Beckman) by preparative ultracentrifugation

(d = 1.006 kg/l) using a Sorval Discovery M150 SE ultracentrifuge

(Sorval S140 AT 017 Rotor: 140000 RPM (1042000 max) for 70

minutes). Floating VLDL were collected, stored at + 4u and used

within 48 h; 360 ml of VLDL substrate at a final TG concentration

of 7.3 mmol/l was used for both total post heparin and hepatic

lipase activity assay. Before use, the VLDL substrate was heated at

56uC for one hour in order to inactivate any residual endogenous

lipase activity.
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Michaelis constant
The Michaelis constant (Km) was determined as the inverse of

the Lineweaver-Burk line intercept using 6 different VLDL

substrates with final TG concentration ranging from 0.80 to

6.80 mmol/l.

LPL activity assay
The inactivated VLDL substrate and the mixture for the

enzymatic reaction were kept on ice until the start of the reaction

at 37uC.
Total post-heparin lipase activity (PHLA) (A): 180 ml of VLDL

substrate was mixed with 540 mL of buffer A (Tris 50 mmol/l,

MgCl2 3 mmol/l, CaCl2 1.5 mmol/l, dodecylbetain (laurylbetain

Ramidus AB, Ideon, SE-223 70 Lund, Sweden) detergent 0.03%,

pH 8.15) leading to a 1.8 mmol/l final TG concentration; 10 ml of
post-heparin plasma sample (T10) were added and mixed; 120 ml
were distributed into 5 polycarbonate tubes. At the beginning of

the enzymatic reaction, one tube was kept on ice (basal NEFA

level), 4 tubes were incubated in a 37u shaking water-bath and

each hour, one tube was removed and kept on ice. The NEFA

concentration was assayed on the 5 tubes by an enzymatic method

in duplicate (Wako kit, NEFA-HR(2)) on a Pentra 400 Roche

instrument. Calculation of the enzymatic activity was made in the

linear part of the curve (see results) between 60 and 180 minutes.

The PHLA activity was expressed in mmol/l/min of released

NEFA.

Hepatic Lipase (HL) activity (B): the assay was conducted with

the same procedure, but with 20 ml of post-heparin plasma sample

and buffer A was substituted by buffer B (Tris 50 mmol/l, NaCl

2 mmol/l, dodecylbetain detergent 0.03%, pH 8.15) in order to

inhibit the LPL activity; the final NaCl concentration in the mix

was 1.5 mmol/l.

LPL activity was obtained by the subtraction of hepatic lipase

activity, measured with buffer B from total activity obtained with

buffer A and expressed as mmol/l/min of produced NEFA. The

enzymatic reaction was controlled using, as the external standard,

a sample of a frozen pool of PHLA plasmas obtained from 8

control subjects.

LPL assay comparison with the radiolabelled method
A radiolabelled 14C-triolein emulsion was used as previously

described [22]. The assays were performed in triplicate.

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 and APOE genes were PCR amplified as previously

reported [23-26]. The amplicons were directly sequenced with the

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit on an ABI PRISM

3730 DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster City, USA).

In silico analyses of the mutations were performed with Alamut

v2.0 (Interactive Software), Polyphen (http://genetics.bwh.

harvard.edu/pph/) and SIFT (http://sift.jcvi.org/www/SIFT

_aligned_ seqs_submit.html).

Statistical analysis
Statistical analyses were performed using SPSS 17.0 software.

T-test or non-parametric Mann Whitney tests were performed in

order to compare mean/median of LPL activities between groups.

Shapiro-Wilk test was used to assess the normality of the

distribution of the post heparin LPL activities. p-values (two sided)

less than 5% were considered significant. Linear regressions were

performed to determine the correlation between LPL activity and

age or the conventional radiolabelled method.

Results

Optimization of substrate
(see Supplemental data S1 and Figure S1)

First, we verified that similar lipoprotein profiles were obtained

from different VLDL substrate pools (n = 40, the coefficient of

variation (CV) was ,5% for cholesterol and TG concentrations

and ,10% for apoB, C-II and C-III) (see Table S1). Second, the

mean Km of the reaction was lower than 1.5 mmol/l (mean

1.42 mmol/l). In order to determine the optimal TG concentra-

tion chosen for the mixture, we tested 2 patient samples (PHLA

activity 17.4 and 49.2 mmol/l/min) with 7 different TG concen-

trations in the mixture (ranging from 0.45 to 3.45 mmol/l); the

activity was decreased (244, 267%) with low TG levels (,
0.90 mmol/l) and slightly increased (+17, +24%) with high TG

concentration (. 2.7 mmol/l) in the mixture (see Figure S2).

Consequently, we established the optimal final concentration of

TG in the assay mixture at 1.8 mmol/l.

Kinetics
Using the final substrate concentration set at TG =1.8 mmol/l,

the enzymatic reaction was found to be linear from 60 to 240 min

of incubation, independently of the PHLA level, as shown in

Figure 1A. Hepatic Lipase (HL) activity was low in these assay

conditions and remained similarly low despite both a pH increase

to 9.2 (optimal pH for HL) and a sample volume increased to

20 ml.
In order to increase the accuracy of the LPL assay by optimizing

the amount of released NEFA, the reaction time was set to 3 hours

since both enzymatic PHLA and HL reactions were linear from 60

to 240 min; PHLA activity was calculated between 60 and

180 min, in order to avoid a possible loss of linearity after

180 min.

Limit of detection
The minimum level of detectable LPL activity was determined

through two methods: first, we performed the assay using 6 pre-

heparin control plasmas and second, with 5 inactivated (56uC one

hour) control post-heparin plasmas. We discovered that the

minimal detectable LPL activity (mean+3SD) was 2.7 mmol/l/

min for the pre-heparin plasmas (from VLDL-bound LPL or other

circulating lipases) and 1.68 mmol/l/min for the heat inactivated

post-heparin plasmas.

Linearity
A strict linearity of the LPL assay was observed between 0–

70 mmol/l/h, as determined by the increase or decrease of the

plasma sample volume from 6 patients with normal or high LPL

activity (from 20 to 100 mmol/l/min); the kinetics of the enzymatic

reactions were linear with any sample volume (3 to 20 ml)
(Figure 1B). Consequently, the high (.70 mmol/l/min) and low

(,10 mmol/l/h) LPL activities should be reassayed with a

decreased (5 ml) or increased (20 ml) volume of assay sample

respectively.

Imprecision
The coefficient of variation (CV) of the intra-assay reproduc-

ibility was 5.6% for an LPL activity of 31.5 mmol/l/min (SD:

1.8 mmol/l/min).

The inter-assay reproducibility was studied by including a single

sample from a PHLA frozen control pool in 16 consecutive series

New Post-Heparin Lipoprotein Lipase Activity Assay
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of independent LPL determinations; the CV was 7.1% (mean:

29.162.1 mmol/l/min). This sample allows an internal quality

control of each assay.

Comparison with conventional radiolabelled method
26 post-heparin plasma LPL-HL activities obtained from

hypertriglyceridemic patients with history of documented major

hyperchylomicronemia were assayed for LPL activity by both

methods (our new method versus the conventional 14C triolein

method). LPL activities showed a strong positive correlation (r =

0.88, p,0.001) (Figure 2A).

LPL activity in controls and TVHTG patients
Normal values of LPL activity were established at 34.8

12.8 mmol/l/min (mean SD; extreme values 10.6 to 62.2) in 20

control subjects (Figure 2B); the LPL activity was unchanged

according to age (no correlation between LPL activity and age,

r = 0.063) and gender: mean 30.9 11.7 mmol/l/min and 39.6+/2
13.0 mmol/l/min in 11 females and 9 males respectively

(p = 0.261).

Interestingly, LPL activities from the 71 TVHTG patients were

widely distributed (activity range 0 to 103 mmol/l/min; mean:

30.5 18.2 mmol/l/min) with evidence for a non normal distribu-

tion (p,0.01) (Figure 2B). 11 patients had a low LPL activity (,

Figure 1. Kinetics and linearity. Figure 1A. PHLA and HL kinetics in 3 patients. LPL+HL (line); HL (dotted line); Patient 1 (triangle); Patient 2 (circle);
Patient 3 (square); Patient 4 (vertical line). Figure 1B. Linearity test. Patient 1(black diamond); Patient 2 (white square); Patient 3 (grey triangle); Patient
4 (black square); Patient 5 (grey square); Patient 6 (grey circle).
doi:10.1371/journal.pone.0096482.g001

Figure 2. Correlation between LPL activity assays in TVHTG and controls patients. Figure 2A. Correlation with conventional method (n =
26, r = 0.88, p,0.001). y = 8.936+ 1.21; R2 = 0.77. Figure 2B. Distribution of LPL activity in TVHTG patients and controls subjects. TVHTG patients (grey
square); controls (black square).
doi:10.1371/journal.pone.0096482.g002
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10 mmol/l/min (mean SD: 3.6 2.4 mmol/l/min)) and the LPL

activities in the other patients with LPL between 10 and 55 mmol/

l/min were normally distributed around the median of this group

(p = 0.97, median: 31.6 mmol/l/min, mean: 32.1 8.6, n= 51). A

group of 6 TVHTG patients had high LPL activity despite

hypertriglyceridemia.

LPL activity and molecular diagnosis in
hypertriglyceridemic patients with TVHTG
Among the 71 patients with history of major hypertriglyceride-

mia included, molecular assessment was available for 62 patients;

all of which were examined for LPL gene mutations. 58 patients

had a molecular diagnosis for additional candidate genes involved

in the regulation of LPL activity (APOA5, GPIHBP1, APOC2,

APOE). 5 new mutations were found: p.V227G in LPL gene,

p.Y110LfsX158, p.Q295X and p.R343C in APOA5 gene and

p.Q246R in APOE gene (See Table S2).

Mutations in LPL, GPIHBP1, APOA5 or APOC2 genes were not

found in 15/58 (26%) TVHTG patients (Figure 3, lane 1). In this

group, most patients (13/15) presented normal LPL activity

whereas 2 patients had both a very low LPL activity (1.6 and

3.7 mmol/l/min) and a clear familial history of hyperchylomicro-

nemia. 1 of these 2 patients was found to be a carrier of p.Q246R

a new missense heterozygous APOE gene mutation.

LPL activity was found in the reference interval in the 20/58

patients who harboured only APOA5 or APOC2 susceptibility

polymorphisms (APOA5 p.S19W, APOA5 haplotype 2 or APOC2

p.K41T) (lane2). LPL activity was also found in the reference

interval in the 7/58 patients who had either heterozygous LPL or

APOA5 deleterious mutation as well as in a single patient with a

homozygous deleterious APOA5 missense mutation (lane 3).

Conversely all the 5 homozygous or compound heterozygous

patients with deleterious LPL or GPIHBP1 mutations had a

drastically reduced LPL activity (lane 5 and see Table S2).

We considered a subgroup of TVHTG patients (8/58) defined

as compound heterozygotes for a deleterious APOA5 mutation

and, on the second allele, a susceptibility polymorphism (either

APOA5-haplotype 2 or APOA5-haplotye 3 (p.S19W)) (lane 4). 3 of

these patients presented a low LPL activity , 10 mmol/l/min

while 5 had a normal LPL activity.

3 patients had LPL auto-antibodies, only 1/3 displayed a low

LPL activity (lane 6) at the time of blood drawing (3.1 mmol/l/

min): this patient was also heterozygous for the LPL p.P200LfsX7

frame shift mutation and was previously reported with low LPL

activity using the triolein emulsion conventional assay [27].

Overall, drastically reduced LPL activity (,10 mmol/l/min)

was discovered in 11 TVHTG patients (TG mean SD: 20.5 27.0

mmol/l): 5 of which were identified with obvious causal genotypes

in either LPL or GPIHBP1 genes and 4 of which had genotypes

most likely to contribute to their hyperchylomicronemia. Addi-

tionally, 2 pediatric patients with family history of dominant

hypertriglyceridemia had a clear lipolysis defect although there

was no causal genotype yet identified in candidate genes.

Compared to patient with low LPL activity (,10 mmol/l/min),

the 47 genotyped (TVHTG) patients with LPL activity over

10 mmol/l/min had milder hypertriglyceridemia (8.9 8.0 mmol/l

p,0.01). In this group, no correlation between LPL activity and

Figure 3. LPL activity and molecular diagnosis. $ 3 diabetic compound heterozygous patients ([p.Q139X];[p.S19W polymorphism]); * patient
with anti-LPL antibodies and heterozygous mutation of LPL gene; £ Triglyceridemia determined the day of LPL activity measurement.
doi:10.1371/journal.pone.0096482.g003

New Post-Heparin Lipoprotein Lipase Activity Assay

PLOS ONE | www.plosone.org 5 May 2014 | Volume 9 | Issue 5 | e96482

6 6

6

6 6

6



plasma TG concentration was found (r = 0.14). None of these

patients had either homozygous or combined heterozygous

deleterious mutations in LPL, APOC2, or GPIHBP1.

Discussion

We propose a robust, very reproducible and convenient method

to determine LPL activity in human post-heparin plasma. The

absence of radiolabelled emulsion prevents the requirement of

unreliable sonication under stringent conditions and avoid the use

of costly and problematic reagent. Human VLDL constitute the

natural substrate of LPL with an optimal composition in apoC-II

and apoC-III similar to the concentrations found in normal

plasma. The use of a pool of 10 plasmas obtained from control

subjects provides a reproducible composition and lipolysis ability.

Since fresh VLDL substrate for each LPL activity assay was

needed, care was taken to control each assay with a pool of PHLA

control plasmas. The dilution of the VLDL substrate was

performed in a TRIS buffer in order to provide the necessary

ions, optimal pH and suitable detergent conditions for an optimal

reaction. A pH of 8.15 was considered as the optimal pH for the

LPL activity [9,17,28–30]. The low HL activity found with our

new method could be due to the fact that VLDL is not the optimal

substrate for HL [31].

Since the kinetics of PHLA with a human VLDL substrate was

not yet documented, we ascertained the linearity and the

Michaelis constant (Km) of the enzymatic reaction. The Km found

using human VLDL was in the range of several Km reported using

artificial TG emulsions (0.1 to 2.5 mmol/l) [9,16,32]. We chose to

work with a substrate concentration of 1.8 mmol/l; within these

conditions, the upper linearity of the LPL activity is sufficient

(70 mmol/l/min); however the highest LPL activity level needs a

decrease of sample volume while the lowest LPL activity may need

an increase of volume. The use of a substrate TG concentration set

at 1.8 mmol/l offers many advantages: firstly, the substrate can be

prepared from normal serums; secondly, the required amount of

TG VLDL is low.

The robustness of the method is optimal. The inter-assay

reproducibility (CV 7.1%) is lower than those of most conventional

triolein methods (mean CV 11.6%, range 5–25%) reported from

11 different methods by Henriksen [12–15,17,29,33,34]. The

correlation with a radiolabelled triolein method was tight

(r = 0.88), similar to that obtained by Imamura (dioleyl substrate

versus labelled triolein, r = 0.79) (p = 0.21) [35]. Surprisingly, the

other published methods with non-labelled soluble substrates did

not provide any correlation with the conventional radiolabelled

emulsion method [15–19].

Post-heparin LPL activity level in our normal controls (34.8

12.8 mmol/l/min) was in the low range of those reported by the

conventional method [24,36]. However, a huge heterogeneity is

found amongst the published methods. The differences in normal

LPL activity levels could be due to the use of different substrates,

various doses of injected heparin (from 10 to 100 UI/kg body

weight), apoC-II concentrations, pH of the reaction mixture,

concentration of albumin, and method of inhibition of LPL and

HL. All of these discrepancies were well described by Henriksen et

al. who reported 11 published LPL activity assays, the reference

values ranging from 25 to 362 mU/ml [34].

Our method provides a convenient tool to identify patients with

a major defect in LPL activity. All patients with homozygous or

compound heterozygous mutations of LPL and GPIHBP1 were

below the cut off point of 10 mmol/l/min, which is in agreement

with previous reports for LPL and GPIHBP1 genes mutations

[14,37]. Interestingly, except these 11 patients, all the other

TVHTG patients had LPL activities similar to control subjects,

with several high LPL values, as previously reported by Coca-

Prieto [14]. As expected, our 4 patients with heterozygous LPL

mutations were identified in the group of TVHTG patients with

normal LPL activity except for one patient who additionally had

neutralising anti LPL antibodies [27]. Surprisingly, LPL activity

has been poorly documented in heterozygous LPL mutation

carriers with a history of type V hyperlipidemia. According with

our findings, Surendram [8] recently described 2 LPL and 1

GPIHBP1 new heterozygous missense mutations with normal LPL

activity. All these findings are consistent with the knowledge that

under dietetic conditions, patients with heterozygous LPL

mutations have normal or mildly increased TG levels due to

sufficient residual LPL activity [38]. Interestingly, LPL activity

levels in our patients with APOA5 mutations were highly

heterogeneous. Normal activity was found in one patient with a

homozygous missense APOA5 mutation (p.R343C) predicted to

alter apoAV function. A very low LPL activity was found in 3

diabetic patients compound heterozygous for APOA5 p.Q139X

mutation and APOA5 signal peptide p.S19W polymorphism.

These patients were previously reported as having a very low

activity using LPL activity emulsion method [24]. Finally, LPL

activity was normal for 5 patients with other heterozygous

deleterious APOA5 mutations combined with the heterozygous

p.S19W polymorphism. It remains possible that these variants are

present on the same haplotype, leaving a functional APOA5 allele

in some of these patients. The discrepancy of LPL activity in

APOA5 deficient patients underlines the complexity of the

phenotype and the necessity to have access to LPL activity in

order to understand the high phenotypic variability of these

patients. Occurrence of transient severe LPL deficiency might

correspond to complex and not yet fully elucidated gene-gene

interactions or gene-environment interactions.

In TVHTG patients, over half did not harbour any genetic

mutation in LPL, APOA5, APOC2, GPIHBP1, APOE: 34% had only

minor APOA5 or GPIHBP1 defects and 26% were not found to

harbour any variants in candidate genes. This distribution is in

complete accordance with Surendram [8] who had 47% HTG

patients without mutations in candidate genes (26% with only

polymorphism and 21% with no variants) and reports from other

teams [7]. However LPL activity was not systematically reported

in these series. Our new method identified 2 TVHTG patients

with an apparent autosomal dominant transmission, a very low

LPL activity, no deleterious mutation in any usual candidate genes

(including LMF1) and no evidence for autoimmunity (Figure 3,

lane 1).

These findings illustrate the importance of accurate routine LPL

activity assessment in order to decipher the phenotype of TVHTG

patients. The discrepancy between hyperchylomicronemia and

normal LPL activities raises the question of the role of additional

regulators of heparin releasable LPL and/or molecular mecha-

nisms leading to transient LPL deficiencies. Although less decisive

than molecular genetic testing for etiologic diagnosis, the finding of

low LPL activity in patients without mutation or conversely very

high activity in patients supposed to have major genetic defect,

raise some major questions about the regulation of TG metabolism

and bring valuable information for diagnosis. Due to its robustness

and its excellent reproducibility, this new method using human

VLDL as natural substrate provides a convenient tool in order to

explore the underlying mechanisms of misunderstood hyperchy-

lomicronemia.

New Post-Heparin Lipoprotein Lipase Activity Assay
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PHLA kinetics of 1 control plasma activity with 2 different VLDL
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Figure S2 PHLA measured with different triglycerides
concentration substrate in the reaction. Patient 1

PHLA=17.4 mmol/l/min (black line); Patient 2 PHLA=49.2 m-
mol/l/min (grey line) 100% of activity was fixed with triglycerides

in the mixture at 1.8 mmol/l.
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Table S1 Lipids and apoproteins of the VLDL sub-
strates (n=40 different pools of VLDL).
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Table S2 Genetic variants identified in candidate genes
in TVHTG patients.
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Supplemental data S1: Optimization of substrate 

Human VLDL substrate was prepared from 10 different serum samples. Lipids and lipoproteins of 

each VLDL substrate were assayed before use in order to check the composition of the substrate 

(apoB, C-II, C-III, VLDL cholesterol and triglycerides levels: see Supplemental data Table 1 

below).  

Composition of the VLDL substrate for LPL activity assay 

Firstly, we aimed to get the largest amount of VLDL without chylomicrons from an optimal number 

of normolipidemic subjects (TG <1.75 mmol/l); a pool of 10 ml of serum from 10 patients produced 

about 500 µl of VLDL substrate (TG concentration about 7 mmol/l). Secondly we aimed to obtain 

similar lipoproteins profiles for the different pool of VLDL substrates. lipids and apolipoprotein 

concentrations obtained from 40 different pool of VLDL substrates were strongly homogeneous 

(see Supplemental data Table 1), especially for the triglycerides levels (CV 2.46%), close to 7 

mmol/l; the other parameters were very reproducible and in accordance with normal VLDL profile 

as shown in Supplemental data Table 1; apoA1 and HDL cholesterol were undetectable. 

Choice of substrate concentration 

In order to establish the final TG concentration in the reagent mix (set at 1.8 mmol/l), we tested one 

control PHLA with 2 different VLDL substrates using 2 triglycerides concentrations in the mixture 

(TG 1.8 and 3.6 mmol/l). The kinetics of the reaction were linear only from 120 to 240 minutes for 

the mix with TG 3.6 mmol/l (see Supplemental data Figure 1); the PHLA activities of this control 

patient calculated in the linear range were very close to those obtained with TG at 1.8 mmol/L: 

respectively 23.7 and 19.8 µmol/l/min. The HL activities were not modified. 

In order to verify the optimized TG concentration chosen for the mixture (1,8 mmol/l), we tested 2 

samples of patients (PHLA activity 17.4 and 49.2 µmol/l/min) with 7 different concentrations of TG 

in the mixture (from 0.45 to 3.45 mmol/l) and calculated the PHLA activities from 60 to 180 

minutes (see Supplemental data Figure 2); the same activity was found between 1.5 and 2.2 mmol/l 

of triglycerides in the different mixture and was slightly increased (+17, +24%) in the high TG 

concentration mixture ( > 2.7 mmol/l).  
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Figure S1. Optimization of the assay: triglycerides concentration in the mixture. 
 

 
 
Figure S2. Post Heparin Lipase Activity measured according to different triglyceride 
concentrations in the the reaction substrate. 
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Table S1. Lipids and apoproteins of the VLDL substrates (n=40 different pools of VLDL).  
 

Colonne1 units mean SD CV range mean level in 

the MIX 

Triglycerides mmol/l 7.29 0.18 2.46% 6.95 - 7,63 1.82 

Cholesterol mmol/l 5.12 0.34 4.70% 4.49 - 6,20 1.28 

VLDLC/TG 
 

0.31 0.02 6.40% 0.27 - 0,36 
 

apoB g/l 0.68 0.04 5.90% 0.62 - 0,80 0.17 

apoC-II mg/l 142 13 9.10% 122 - 167 35.5 

apoC-III mg/l 302 25 8.30% 258 - 345 75.5 

C-II/C-III 
 

0.47 0.03 6.40% 0.39 - 0.54 
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III.  Le séquençage haut débit révèle des intéractions gène/gène et 

une modulation du phénotype des hypertriglycéridémies: à 

propos d’un cas, résultats préliminaires 

Les mutations sur le gène APOB entraînent une hypocholestérolémie familiale de type 

1 (FHBL1, OMIM#615558). L’hypocholestérolémie familiale est définie par une diminution 

du cholestérol total et LDL en dessous du 5ème percentile pour l’âge et le sexe [11, 502, 503]. 

Le défaut d’ApoB entraîne une diminution de sécrétion des VLDL [504]. Nous décrivons un 

patient diabétique de type 2 avec une obésité morbide qui présente des triglycérides normaux 

et une nette diminution du cholestérol LDL. L’analyse génétique a retrouvé deux mutations 

sur le gène APOB ainsi que des anomalies sur les gènes impliqués dans la lipolyse.  

Ce patient est adressé en endocrinologie en juillet 2011, à 48 ans pour découverte de 

diabète de type 2 depuis 6 mois. Il présente une obésité morbide (IMC entre 45 et 49.3 kg/m2, 

un tour de taille à 123 cm, tour de hanche à 138 cm) depuis l’âge de 40 ans après prise de 50 

kg en 6 ans (éthylisme chronique). Depuis la découverte du diabète, sa consommation 

d’alcool a été réduite à 2 verres de vin par jour. Il présente comme antécédent personnel une 

maladie maniaco-dépressive. Ses parents ont tous les deux présenté un infarctus du myocarde 

précocément (à 50 ans pour son père et 40 ans pour sa mère), ils sont tous les deux obèses et 

diabétiques. Deux de ses sœurs sont diabétiques de type 2 et son frère et ses deux sœurs sont 

obèses.  

Lors de son hospitalisation, il présente une glycémie à 10.07 mmol/L, une 

hémoglobine glyquée à 9.4%, une cytolyse hépatique consécutive à une hépatite stéatosique 

avec ASAT à 1.6N et ALAT à 2N, associée à une augmentation des GGT (2 .1N) sans 

augmentation des PAL (50 UI/L, intervalle de référence 35-130UI/L), une TSH normale à 

1.1UI/L. On retrouve également une hépatosidérose éthylique avec ferritinémie très 

augementée à 1124 µg/L (intervalle de référence 20-275 µg/L) et un coefficient de saturation 

fer/transferrine augmenté à 0.49 (0.20-0.40). Un suivi hépatique rapproché est réalisé devant 

le contexte et la cytolyse observée. Il présente une stéatose à l’échographie. Une biopsie 

hépatique est réalisée à 49ans révèle une stéatose majeure hétérogène évaluée à 80% associée 

à des foyers de stéato-hépatite (grade 2 de Brunt) et une fibrose modérée (grade 2 de Brunt ou 

équivalent F2 de Métavir) évoquant une cause dysmétabolique ou alcoolique et la présence 

d’une hépatosidérose intra-kupfienne peu marquée. Le fibroscan en 2013 montre un index 

d’élasticité peu altéré de 6.5 kPa. 
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Une hypobetalipoprotéinémie familiale hétérozygote est suspectée dès la première 

hospitalisation devant une nette diminution du cholestérol LDL à 1.20 mmol/L (intervalle de 

référence 2.20-4.10mmol/L) associée à une apolipoprotéine B (ApoB) basse (0.36 g/L), bien 

que les triglycérides soient normaux (0.80 mmol/L). En effet, nous avons observé chez les 

patients FHBL1 hétérozygotes avec troncature de l’ApoB diagnostiqués dans notre cohorte 

que les diabétiques une triglycéridémie plus élévée : médiane à 0.46+/-0.33 versus 0.32+/-

0.11 mmol/L chez les non diabétiques (p=0.11). Une exploration a donc été réalisée et 

l’éléctrophorèse en gradient de polyacrylamide a révélé la présence d’ApoB100 normale, 

associée à une forme tronquée de l’ApoB estimée à 46% (cf. figure ci-dessous).  

 

Figure 20 : Electrophorèse de l’apoB  

(SDS PAGE, A: coloration argent ; B western blott, piste 1 : témoin chylomicron, piste 2 
VLDL, piste 3: lipoprotéines totales) 

Le séquençage direct par méthode Sanger (première génération) met en évidence deux 

mutations sur le gène APOB à l’état hétérozygote: c.6286_6287 delCA mutation entraînant un 

décalage du cadre de lecture et la formation d’une protéine tronquée (p.Gln2096Glufs*9) de 

2103 résidus (troncature 45,77%) et c.3634 C>A soit p.Leu1212Met, mutation faux sens 

non tolérée d’après les logiciels de prédiction in silico. En l’absence d’ADN pour d’autres 

membres de la famille, nous ne pouvons savoir si les deux mutations sont sur le même allèle 

(double hétérozygote) ou sur deux allèles différents (hétérozygote composite). 

Par la suite, lors de la mise en place d’une nouvelle technologie de séquençage par 

technique de NGS dans le laboratoire, l’ADN est de nouveau analysé par séquençage de 

nouvelle génération (NGS) avec une puce Ampliseq regroupant les gènes APOB, RLDL, 

PCSK9, LPL, APOA5, APOC2, LMF1. Brièvement, l’ADN est amplifié avec les amorces 

d’intérêt, puis des adaptateurs et des barre-codes permettant de distinguer les ADN des 

différents patients sont liés : cette étape permet la préparation des librairies (Ion Ampliseq 
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Library kit 2, Life Technology®). Ensuite les fragments d’intérêt sont amplifiés par PCR en 

émulsion (amplification clonale) suivie d’un enrichissement en « Ion Sphere Particles » à la 

surface desquelles un fragment de librairie est amplifié. Les fragments sont ensuite séquencés 

sur PGM Ion Torrent, Life Tecnology®. Après application des filtres bioinformatiques, 38 

variations sont retrouvées, dont 10 introniques n’affectant pas le site d’épissage, 11 

synonymes, 5 faux sens, 2 non sens et 1 décalage du cadre de lecture. Les deux mutations sur 

le gène APOB sont confirmées, et l’étude des autres gènes révèle la présence d’autres 

variations associées à des hypolipidémies (gène PCSK9, LPL) et des hypertriglycéridémies 

(gènes APOC2, APOA5).  

Le patient présente deux anomalies qui devraient aggraver l’hypolipidémie 

observée dans les FHBL1. Il est hétérozygote pour une mutation sur le gène PCSK9, 

c.2037C>A entrainant l’apparition d’un codon stop prématuré : p.C679* confirmée par 

séquençage direct. Cette mutation est répertoriée sous le rs28362286 avec une fréquence 

allélique de 1.7%  chez les noirs américains. Cette troncature de 14 acides aminés seulement 

est délétère et entraîne une hypocholestérolémie : les hétérozygotes présentent  une 

diminution du LDL-C de 28% et une patiente homozygote a été décrite avec un cholestérol 

LDL à 0.4 mmol/L [505-507]. Cette mutation est associée à une diminution du risque 

cardiovasculaire de 88% dans une population de 45-64 ans. Le patient présente en outre une 

variation hétérozygote sur le gène de la LPL associé à une diminution plasmatique des 

triglycérides avec un effet dose dépendant, une augmentation de LPL masse pré-héparinique 

et de l’activité post-héparinique [508]. Il s’agit du rs328 c.[1421C>G]+[=] soit p.S474* 

(confirmée par séquençage direct). Ce polymorphisme est rapporté à la fréquence de 4,8% 

dans la population africaine. Il entraîne une troncature prématurée de la LPL : il manque les 

deux derniers acides aminés. Le mécanisme par lequel il est lié à la diminution des 

triglycérides n’est pas élucidé et est controversé  mais cette protéine n’a pas une meilleure 

affinité pour Gpihbp1 [448, 509]. L’effet hypotriglycéridémiant est rapporté également chez 

les sujets obèses [508]. Les effets de ces deux mutations devraient théoriquement être 

cumulatifs avec celui des mutations de l’ApoB puisque ces anomalies entraînent : un défaut 

de sécrétion des VLDL (ApoB), une augmentation du catabolisme des VLDL (LPL), et de la 

capture des LDL (PCSK9). L’association de ces mutations devrait donc majorer le phénotype 

de FHBL1, ce qui n’est pas le cas ici.  

L’absence de majoration de l’hypocholestélémie et les triglycérides normaux 

pourraient être attribués au diabète associé aux anomalies retrouvées sur les gènes APOC2 et 

APOA5 qui devraient favoriser l’apparition d’une hypertriglycéridémie sévère. En effet, 



144 

premièrement ce patient présente un diabète déséquilibré (hémoglobine glyquée entre 8.2 et 

11.9%). Or l’hyperglycémie est un facteur participant à l’hypertriglycéridémie chez les 

patients diabétiques [510, 511]; plus de 30% des diabétiques de type 2 traités ont une 

triglycéridémie supérieure à 2.26 mmol/L [512]. Les patients diabétiques de type 2 présentent 

une augmentation de la production de VLDL1-ApoB et VLDL1-TG [513]. Ce patient est 

également obèse, or les individus avec obésité viscérale et diabète de type 2 sécrètent plus 

d’ApoB et de VLDL-TG [514]. En outre, le patient présente des facteurs génétiques de 

susceptibilité à l’HTG. Le patient est hétérozygote APOA5 c.[56C>G]+[=] soit p.S19W 

(rs3135506). Les porteurs de ce polymorphisme présentent des triglycéridémies 

significativement plus élevées que les non porteurs (2.17+/-1.30 versus 1.81+/-0.93 mmol/L, 

p=0.002), et les homozygotes présentent une augmentation des triglycérides de 50% [515-

517]. De plus, ce polymorphisme est associé à un risque augmenté de syndrome métabolique 

[517]. In vitro, ce changement d’acide aminé diminue la translocation de l’ApoA-V dans le 

reticulum endoplasmique et donc sa sécrétion [518]. L’introduction de ce variant chez la 

souris entraîne une diminution de 50% de la concentration d’ApoA-V plasmatique [519]. Il 

est également hétérozygote pour une mutation faux sens sur GPIHBP1 c.[431C>T]+[=] soit 

p.S144F (rs78367243 fréquence allélique : 3.6%) dans la partie C terminale. Cette mutation 

est probablement délétère selon Polyphen (score 0.969) et délétère selon SIFT (score 0.01). 

Cet acide aminé n’est pas directement impliqué dans la liaison à la LPL mais est proche d’une 

des cystéines (Cys136) du domaine Ly6 impliqué dans la liaison de la LPL [351, 375, 388]. 

Un patient hypertriglycéridémique homozygote a été décrit par Surendran et al: son activité 

LPL est normale mais sa LPL masse est diminuée [18]. Ceci est en faveur d’une mutation qui 

n’entraîne pas une perte complète de fonction. Enfin, le patient est hétérozygote APOC2 

c.229A>C entraînant une mutation faux sens p.Lys77Gln (soit p.Lys55Gln sur la protéine 

mature, selon l’ancienne nomenclature) (confirmée par séquençage direct). Cette anomalie est 

repertoriée sous le rs5126 considéré comme pathogène (NCBI ClinVar 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term= 17612[AlleleID]) dont la fréquence allélique est 

de 1,9% dans une population africaine américaine. Cette mutation affecte un acide aminé 

faiblement conservé, l’écart physico-chimique entre Lys et Gln est peu important, les logiciels 

de prediction in silico la considèrent comme tolérée (SIFT score 0.16), possiblement délétère 

(Polyphen score 0.664) ou causant une maladie (Mutation Taster). Le caractère délétère de 

cette mutation est difficile à déterminer : elle a été retrouvée chez 6/50 (12%) patients 

d’origine africaine normolipémiques mais a aussi été décrite chez 5 patients présentant une 

hypertriglycéridémie sévère : 4 sont porteurs obèse et/ou porteurs de l’allèle ε2; le cinquième 

présente une hyperlipidémie mixte [520]. La lysine 77 est situé dans la région C-terminale 
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activatrice de la LPL à proximité des acides aminés 85, 88, 91 et 92 et l’hélice 3 plus 

spécifiquement impliqués dans l’activation de la LPL [363, 424, 521]. L’étude de l’activité 

LPL sur des VLDL d’un de ces patients hétérozygotes ne montre pas de diminution 

significative de l’activité LPL [522]. Cela laisse supposer que, comme pour d’autres 

mutations en dehors du site d’activation de la LPL retrouvées sur le gène APOC2, la présence 

de cette mutation à l’état hétérozygote ne cause pas à elle seule une hypertriglycéridémie mais 

pourrait entraîner une hypertriglycéridémie en présence de facteurs génétiques ou 

environnementaux additionnels [421]. 

Même si ce patient présente une nette diminution du cholestérol LDL et une mutation 

sur le gène PCSK9 associée à une diminution du risque cardiovasculaire, il devra bénéficier 

d’une surveillance car il présente d’autres facteurs de risque. En effet, chez les patients avec 

hypobetalipoprotéinémie hétérozygote ou mutation p.C679* sur le gène PCSK9, la diminution 

du cholestérol LDL ne prévient pas la maladie cardiovasculaire en présence de l’association 

de plusieurs autres facteurs de risque cardiovasculaire comme (obésité+ tabac+hypertension 

artérielle+ augmentation de la Lpa) [507]. Il devra également bénéficier d’une surveillance 

hépatique rapprochée. Il présente déjà une stéatose avec fibrose probablement 

multifactorielle : une stéatose est retrouvée chez les patients présentant des mutations sur le 

gène APOB, PCSK9 perte de fonction, diabétique ou obèse ; ce patient présente ces 4 

anomalies simultanément [523, 524]. L’évolution vers la fibrose et la cirrhose est fréquente 

chez les patients présentant des mutations sur le gène APOB (article 4, J Hepatol 2014) y 

compris lorsqu’ils sont seulement hétérozygotes, même sans facteur de risque : un patient de 

27 ans (IMC à 24kg/m2, non diabétique et ne consommant pas d’alcool) a été greffé 

hépatique suite à une cirrhose [525].  

A notre connaissance, c’est la première étude qui explore simultanément les gènes 

impliqués dans la production et le catabolisme des lipoprotéines et leur capture par le 

récepteur des LDL. Des modulations des hypercholestérolémies liées à des mutations sur le 

gène LDLR par des mutations sur le gène APOB ont déjà été mises en évidence [526], mais, 

ce cas clinique est le premier à mettre en évidence les interelations gènes-gènes et les 

modulations de phénotype chez les patients présentant des anomalies de production des 

lipoprotéines contenant des triglycérides et des anomalies de leur lipolyse. Il illustre 

également toute la complexité de l’interprétation des données acquises par NGS. 
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Etude des cohortes de patients présentant une 

hypocholestérolémie familiale  

La synthèse bibliographique (Articles 1-3, Annexe 3) nous a permis de faire une 

description des cas et une synthèse des mutations retrouvées. Au total, concernant la maladie 

de rétention des chylomicrons (OMIM#246700), 40 patients homozygotes ou hétérozygotes 

composites issus de 24 familles ont été décrits. 17 mutations différentes ont été rapportées 

entraînant 10 mutations faux sens et 7 protéines tronquées (délétions, insertions avec décalage 

du cadre de lecture et mutations touchant le site d’épissage. 67 patients issus de 58 familles 

présentent une abétalipoprotéinémie (ABL, OMIM#200100). 53 mutations différentes ont été 

rapportées dont seulement 8 mutations faux sens. 41 sujets issus de 27 familles présentent une 

hypobetalipoprotéinémie (OMIM#615558) homozygote ou hétérozygote composite (Ho-

FHBL). 35 mutations différentes ont été rapportées dont seulement 3 mutations faux sens. 

La synthèse de ces 158 patients présentant une hypocholestérolémie familiale par 

défaut de la synthèse ou de la sécrétion des chylomicrons et des VLDL a soulevé plusieurs 

questions. 

Quel est le rôle des protéines ApoB, MTTP et Sar1b dans la sécrétion des chylomicrons? 

L’ApoB et la MTTP sont indispensables à la synthèse des chylomicrons. En absence 

de ces protéines, il n’y a pas de synthèse de chylomicrons. 

La protéine Sar1b semble être importante pour la synthèse et/ou la sécrétion des 

chylomicrons puisque chez les patients présentant des mutations sur le gène SAR1B la 

sécrétion des chylomicrons n’est pas normale. In vitro, les PCTV peuvent se former en 

l’absence de protéine Sar1b grâce aux protéines LFABP/FABP1 et I-FABP/FABP2, qui 

peuvent initier la formation des PCTV. Cependant, les vésicules qui se forment dans ces 

conditions sont incapables de fusionner avec le Golgi : la présence des protéines Sar1 et 

Sec24C  est indispensable pour cette fusion [156, 221, 284]. De plus chez les patients CMRD, 

la protéine LFABP/FABP1 est en quantité diminuée dans les biopsies intestinales [220]. Ceci 

explique très probablement le déficit de formation des chylomicrons observé chez les patients 

atteints de cette maladie. Nous avons montré (Annexe 3) que les mutations faux-sens 

retrouvées en pathologie humaine sont localisées à l’extérieur de la structure 

tridimensionnelle de la protéine Sar1b, à proximité du site de reconnaissance, de liaison et 

hydrolyse du GTP et des sites de liaison de Sec23 et Sec 31 suggérant le rôle primordial de la 
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liaison du GTP et du recrutement des autres protéines COPII dans la sécrétion des 

chylomicrons.  

L’étude des biopsies intestinales de patients montre la présence de vacuoles lipidiques 

entourées d’une membrane (contrairement aux ABL) qui pourraient être des PCTV incapables 

de fusionner avec le Golgi [284, 527]. Il y a des arguments en faveur d’une sécrétion, 

probablement faible, de chylomicrons ayant transité par le Golgi, puisque les cellules 

intestinales de patients CMRD en culture sécrètent de façon retardée des lipoprotéines 

contenant de l’ApoB48 et les biopsies de patients montrent la présence d’ApoB48 glycosylée 

[286, 528]. De plus une augmentation, faible, de la triglycéridémie est observée chez 3 

patients avec mutation identifiée après charge en graisses [527, 529]. Comme il existe des 

phénomènes de compensation de l’une par l’autre des protéines Sar1, y compris pour la 

sécrétion de protéines de grande taille, le procollagène-I par exemple, on peut se demander si 

la protéine Sar1a peut permettre la sécrétion de chylomicrons. Dans les biopsies intestinales, 

normalement la quantité d’ARNm SAR1B est >200 fois plus importante que celle de SAR1A 

[162, 190] ; chez les patients CMRD l’expression du gène SAR1A est augmentée (1,4 à 2,7 

fois) [530]. Cependant, Sar1b a une affinité plus faible que Sar1a pour le complexe 

Sec13/Sec31 [176]. La protéine Sar1a surexprimée pourrait remplacer Sar1b dans certaines 

fonctions mais son affinité plus importante pour le complexe Sec13/Sec31 ne permettrait pas 

la formation de vésicules très larges  et la protéine Sar1a module moins bien la rigidité des 

membranes que la protéine Sar1b [161, 176]. Enfin la surexpression de la protéine Sar1a dans 

les cellules McArdle RH777 diminue la sécrétion d’ApoB48 [162]. La protéine Sar1a ne 

semble donc pas pouvoir permettre la sécrétion faible de chylomicrons.  

Conséquences de l’absence de protéine MTTP ou d’ApoB fonctionnelle sur le foie 

L’ApoB et la MTP permettent la formation et la sécrétion hépatique des VLDL. La 

production des VLDL doit être synchronisée avec sa sécrétion pour éviter la stéatose 

hépatique [531].  

Nous avons montré que les patients présentant un défaut de MTP fonctionnelle ou d’ApoB100 

normale présentent un risque très augmenté de stéatoses hépatiques avec une évolution 

fréquente vers la fibrose (article n°3).  

Notre étude montre une stéatose chez tous les patients ABL chez lesquels elle a été 

recherchée. Ceci confirme chez l’Homme les résultats observés chez les souris MTP ko 

conditionnelle hépatique qui présentent des gouttelettes lipidiques et une stéatose hépatique 

modérée cependant sans inflammation et sans augmentation des ALAT ASAT plasmatiques, 
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cette stéatose étant plus importante en cas d’alimentation riche en graisses [106, 110, 126]. 

Ces gouttelettes lipidiques sont formées en l’absence de MTP fonctionnelle : il serait 

intéressant d’étudier leur composition et de voir si elle est identique à celle des gouttelettes 

lipidiques formées en présence de MTP. Cela permettrait de mieux comprendre le rôle de la 

protéine MTP dans la formation des gouttelettes lipidiques car il a été montré qu’en cas 

d’anomalies de protéines impliquées dans la formation de ces gouttelettes, elles peuvent 

devenir moins sensibles à la lipolyse (cf. ci-dessous).  

Notre étude a également mis en évidence une évolution fréquente vers la NASH et la fibrose 

qui n’avaient pas été mises en évidence chez la souris à notre connaissance, sauf en présence 

de toxines bactériennes (inflammation avec nécrose focalisée) [126]. Ces éléments sont 

importants à prendre en compte puisqu’un inhibiteur de la MTP, le lomitapide, est maintenant 

utilisé dans le traitement de l’hypercholestérolémie familiale homozygote. Les essais de phase 

3 ont montré des anomalies hépatiques [14-16]. 1/3 des patients présentent une élévation des 

enzymes hépatiques supérieure à 3 fois la limite supérieure, et chez 40% d’entre eux 

supérieure à 5 fois la limite supérieure ; chez la souris l’inhibition de la MTTP entraîne une 

augmentation des enzymes hépatiques secondaire au stress dans le RE [532]. Chez les patients 

traités par lomitapide, une augmentation du contenu intra-hépatique en triglycérides de 1% à 

8,6% à la 26ème semaine a également été observée avec une stéatose de plus de 20% chez au 

moins 1 patient, et une stabilisation ensuite. Les changements de contenu intra-hépatique des 

triglycérides sont corrélés négativement avec le changement d’ApoB à 26 semaines (p≤0.01) 

mais l’effet est non significatif à 56 semaines (p=0.36). Cette relation entre la concentration 

en ApoB et la stéatose n’a pas été retrouvée dans notre étude. D’autres médicaments 

(amineptine, amiodarone, pirprofen, tétracycline, tianeptine) entraînant des stéatoses 

hépatiques, inhibent également l’activité MTP [533]. Enfin, chez l’Homme, une diminution 

d’expression de la MTTP liée à un polymorphsimes augmente le risque de NAFLD [534]. 

L’inhibition pharmacologique ou par polymorphisme de la MTP entraîne donc des stéatoses 

chez l’Homme. Une surveillance hépatique est donc préconisée chez les patients traités par 

lomitapide mais également chez les hétérozygotes MTTP à la recherche d’une stéatose 

hépatique et de signes d’évolution vers la fibrose, et ceci d’autant plus que le foie des souris 

MTP+/- contient une quantité plus importante de cholestérol et de triglycérides que les souris 

wt et montre des signes d’accumulation de lipides en coloration à Oil Red-O [124]. Les 

molécules inhibant L-FABP/FABP1 pourraient avoir un intérêt pharmacologique chez 

l’Homme puisque l’inhibition simultanée de Mttp et Lfabp/Fabp1 entraîne une diminution de 

la sécrétion de VLDL sans stéatose hépatique chez la souris [114]. 
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Notre étude montre également une stéatose chez la plupart des patients avec 

hypobetalipoprotéinémie homozygote ou hétérozygote composite chez lesquels elle a été 

recherchée. Jusqu’à présent, une atteinte hépatique était connue chez les hétérozygotes mais 

plusieurs études mentionnaient que les mutations sur le gène APOB seules n’étaient pas 

suffisantes et n’étaient associées à une stéatose qu’en cas d’association à d’autres facteurs 

concourants aux anomalies hépatiques (obésité, diabète, consommation d’alcool). Notre étude 

montre que les mutations sur le gène APOB entraînent à elles seules des anomalies 

hépatiques.  

La réduction d’ARNm de l’ApoB par un antisens réduit la production de VLDL par les 

cellules HepG2, chez la souris, sans augmentation des ALAT ASAT sans stéatose hépatique 

[77, 78]. Chez l’Homme, le mipomersen, un antisens anti-ApoB a été testé chez des patients 

présentant une hypercholestérolémie familiale hétérozygote ou homozygote [12, 13]. Il est 

commercialisé pour le traitement de l’hypercholestérolémie familiale homozygote. Dans les 

deux études, une augmentation des ALAT supérieure à 3 fois la limite supérieure a été 

observée chez 4/36 et 4/28 patients : 2 n’ont pas de stéatose hépatique, 2 présentent une 

stéatose ou une augmentation de 9,6 à 24,8% du contenu intra-hépatique en triglycérides 

(avec une baisse de 75% du cholestérol LDL atteignant ainsi une concentration inférieure à 

1,8 mmol/L) et un patient présentant une hépatomégalie sans stéatose [12, 13]. Il est donc 

indispensable d’explorer le foie à la recherche d’une stéatose hépatique chez les hétérozygotes 

APOB qui présentent également une hypoLDLémie et chez les patients traités par 

mipomersen et ceci d’autant plus que des patients hétérozygotes APOB sans facteur de risque 

particulier (jeune, poids normal, non diabétique) ont développé des cirrhoses hépatiques et été 

transplantés [525]. 

Nous avons également mis en évidence une évolution fréquente vers la fibrose sans que des 

facteurs étiologiques précis aient été clairement identifiés. Les patients Ho-FHBL présentent 

également un surpoids et certains une insulinorésistance mais le faible effectif de la cohorte 

ne permet pas de conclure quant au lien de cause à effet. De nombreuses protéines ont été 

impliquées dans la stéatose. Nous pouvons plus particulièrement nous intéresser à PNPLA3 

(patatin-like phospholipid domain containing protein 3). Chez l’Homme, le polymorphisme 

p.I148M (rs738409) est associé à un risque augmenté de stéatose hépatique  et a récemment 

été impliqué dans une augmentation du risque d’évolution vers la fibrose [535-538]. Chez 

l’Homme, cette variation est associée à des anomalies de compositions des gouttelettes 

lipidiques (augmentation de la quantité de protéine PNPLA3 associée aux gouttelettes), et 

pourrait générer des gouttelettes plus résistantes à l’hydrolyse [537, 539]. Or la présence de ce 
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polymorphisme est associée une diminution de sécrétion des VLDL1 [536]. L’implication de 

ce polymorphisme sur une protéine impliquée dans la formation des gouttelettes lipidiques 

dans la stéatose et la fibrose montre le rôle potentiel des anomalies de formation des 

gouttelettes lipidiques dans la sécrétion des VLDL et en pathologie humaine. Plus récemment, 

le polymorphisme p.Glu167Lys (rs58542926) sur la protéine TM6SF2 (transmembrane 6 

superfamily member 2), dont le rôle précis n’est pas connu, a été associé à la NAFLD et à 

l’évolution vers la fibrose [540, 541]. Ce polymorphisme est également associé à une 

diminution de la sécrétion des VLDL et une diminution du cholestérol total et des 

triglycérides plasmatiques [540]. Cette protéine est exprimée dans l’intestin et le foie et est 

localisée dans le RE et le compartiment ERGIC3 (ER-Golgi intermediate compartment) [542]. 

L’inihibtion par un siRNA (cellules Huh7 et HepG2) est associée à une diminution de 

sécrétion des VLDL, une diminution des triglycérides et du cholestérol total plasmatique, une 

augmentation des triglycérides intra-hépatiques et du contenu en gouttelettes lipidiques alors 

que sa surexpression réduit la stéatose [448, 542]. La surexpression chez la souris entraîne 

une augmentation du cholestérol total et LDL, des triglycérides et une diminution du 

cholestérol HDL [448, 543]. 

L’ABL, l’Ho-FHBL et les polymorphismes de PNPLA3 et TM6SF2 soulignent le risque de 

stéatose en cas d’altération de l’efflux des VLDL quel qu’en soit la cause. 

Quel est le rôle de la protéine Sar1b dans la sécrétion des VLDL? Pourquoi les patients 

présentent-ils moins de stéatose que dans les autres hypocholestérolémies par défaut de 

sécrétion ? 

Nous avons longtemps pensé que la protéine Sar1b n’intervenait pas dans la 

synthèse/sécrétion des VLDL pour plusieurs raisons. Premièrement, dans notre revue de la 

littérature, les patients présentent une triglycéridémie normale en moyenne : nous utilisons 

d’ailleurs cette caractéristique pour distinguer cette pathologie des autres 

hypocholestérolémies familiales avec défaut de sécrétion des chylomicrons 

(abetalipoprotéinémie, hypobetalipoprotéinémie familiale). Deuxièmement, il est possible 

d’isoler des lipoprotéines flottant à la densité des VLDL (données du laboratoire, [543]. 

Troisièmement, il ne semble pas y avoir un blocage total de la sécrétion des lipoprotéines 

hépatiques puisque ces patients présentent moins de stéatose que ceux atteints 

d’abetalipoprotéinémie ou hypobetalipoprotéinémie familiale (5 cas sur 10 versus 20/20 dans 

l’ABL et 14/16 chez les Ho-FHBL) et à notre connaissance aucun cas de fibrose ou de 
                                                
3 Compartiment entre le RE et le Golgi 
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cirrhose n’a été décrit. Enfin, les VLDL ayant une taille moins importante (30 à 75nm de 

diamètre) que les chylomicrons (100-500 nm de diamètre), les mécanismes intracellulaires 

mis en jeu pour la sécrétion des VLDL pourraient être différents de ceux des chylomicrons ; 

dans les données actuelles, les protéines mises en jeu pour la formation des vésicules de 

transports VTV et PCTV des VLDL et chylomicrons respectivement sont différentes et ces 

vésicules sont composés de protéines différentes (cf. Figure 16 p. 56 et Tableau 2 p. 55).  

Pourtant, les études cinétiques réalisées chez deux patients mutés montrent une 

diminution de production de l’ApoB-VLDL [543]. Les travaux récents de Fryer et al ont mis 

en évidence le rôle de la protéine Sar1b dans la sécrétion des lipoprotéines contenant de 

l’ApoB100 à partir de cellules McArdle RH7777. Dans cette étude, seule la protéine Sar1b 

peut assurer une sécrétion efficace des lipoprotéines contenant l’ApoB et la surexpression de 

Sar1b multiplie par 3 la quantité d’ApoB48 et d’ApoB100 sécrétées [162] ; au contraire, la 

surexpression d’un mutant SAR1B qui lie le GTP mais ne l’hydrolyse pas (SAR1B p.H79G) 

diminue de 90% environ la sécrétion d’ApoB100 et d’ApoB48 [162]. Cependant la 

concentration d’ApoB des patients CMRD est diminuée de 50% environ et non de 90%. La 

sécrétion résiduelle de VLDL pourrait être assurée par la protéine Sar1a puisque les VLDL 

sont des lipoprotéines de plus petite taille que les chylomicrons. Cependant, Fryer et al ont 

mis en évidence que la surexpression de la protéine Sar1a diminue de 90% environ la 

sécrétion d’ApoB100 et d’ApoB48 [162]. Ces résultats sont étonnants, les mécanismes 

conduisant à la sécrétion de VLDL chez ces patients restent à élucider. Deux pistes peuvent 

être envisagées : un transport par des protéines COPII recrutant des protéines particulières 

(KLHL12) ou une autre voie. Le complexe CUL3-KLHL12 catalysant l’ubiquitinylation de 

Sec 31 est impliqué dans la formation des vésicules de grande taille [544]. Or, récemment, 

une étude sur cellules McArdle RH7777 a montré que KLHL12 facilite le transport et la 

sécrétion des lipoprotéines contenant de l’ApoB [71]. La protéine KLHL12 est exprimée de 

façon ubiquitaire (http://www.nextprot.org/db/entry/NX_Q53G59/expression) mais son effet 

semble plus important sur la sécrétion d’ApoB100 que sur celle de l’ApoB48 [71]. Ce 

système pourrait être impliqué dans la sécrétion de VLDL observée les patients CMRD. La 

deuxième possibilité est l’existence d’un transport indépendant des vésicules COPII  en 

l’absence de protéine Sar1; cependant ce transport n’est pas efficace pour certaines molécules 

de grande taille (procollagène I) [190]. L’étude protéomique des VLDL des patients CMRD et 

la comparaison au profil protéique de VLDL de témoins pourrait aider à une meilleure 

compréhension de leur sécrétion.  
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La question de la triglycéridémie normale observée chez ces patients est donc entière : si leur 

anomalie de protéine Sar1b empêche une sécrétion normale des VLDL, comment ces patients 

ont-ils une triglycéridémie normale ? Une piste à explorer pourrait être un défaut de lipolyse. 

En effet, les études cinétiques réalisées chez deux de ces patients (mutations homozygotes 

p.Glu166* et p.Gly37Arg) montrent une diminution de la conversion des VLDL en IDL 

[543]. La triglycéridémie normale pourrait donc refléter un défaut de production masqué par 

un défaut de catabolisme. L’activité LPL post-héparinique a déjà été mesurée dans une 

cohorte de 8 patients (dont 3 avec mutation causale sur le gène SAR1B retrouvée) et a été 

retrouvée abaissée [527, 545]. Le mécanisme causal n’est pas identifié. Le rôle de la protéine 

Sar1b dans l’export de la LPL entre le RE et le Golgi n’est pas connu; par contre la sécrétion 

des protéines GPI anchored est réalisée par des vésicules COPII et dépend de Sar1 sans qu’on 

sache s’il s’agit de Sar1a ou de Sar1b [546]. La protéine Sar1b est exprimée dans les 

myocytes ; son expression dans les cellules endothéliales capillaires et les adipocytes n’est pas 

connue chez l’Homme. Il serait donc intéressant d’étudier l’expression de la protéine Sar1b et 

son rôle dans la sécrétion de la LPL et de GPIHBP1 sur des modèles cellulaires adéquats. 

HDL et sécrétion des VLDL chez ces patients avec défaut qualitatif ou quantitatif de 

sécrétion des VLDL 

Nos études ont mis en évidence des résultats surprenants concernant les HDL chez ces 

patients présentant une hypocholestérolémie par défaut de sécrétion des VLDL et/ou 

chylomicrons. 

Nous observons une nette diminution du cholestérol HDL chez les patients présentant une 

abetalipoprotéinémie (absence de sécrétion des VLDL et des chylomicrons). La baisse du 

cholestérol HDL pourrait être due à un défaut de sécrétion des chylomicrons. Les protéines 

MTP et ABCA1 contribuent à elles deux à plus de 95% de l’absorption intestinale du 

cholestérol [128]. 30% du cholestérol sécrété par l’intestin est sécrété dans les HDL, et 

l’intestin contribue à la synthèse de 30% des HDL plasmatiques in vivo [128, 547].  

Cependant, les patients présentant une maladie de rétention des chylomicrons, ne 

sécrétant pas de chylomicrons mais sécrétant des VLDL ont un cholestérol HDL plus bas 

(Annexes 3 et 4). La taille du pool d’ApoA1 est diminuée de 50% chez deux patients par 

rapport à des contrôles [543]. Cette concentration abaissée est la conséquence d’une 

diminution de production de 70% environ et d’une augmentation du catabolisme (multiplié 

par 1.3 à 1.7) [543]. Le défaut de production pourrait avoir deux origines : un défaut de 

synthèse des préβ-HDL par l’intestin (et le foie) et/ou un défaut de synthèse des HDL par 
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défaut de composition ou conformation de VLDL et de chylomicrons à lipolyser. Cependant 

les patients avec maladie de rétention de chylomicrons sécrètent plus de VLDL que les 

patients (ABL) et devraient avoir une concentration en HDL plus élevée que les ABL si on ne 

retient que la deuxième hypothèse. On peut donc se demander si l’absence de Sar1b pourrait 

jouer un rôle dans la diminution de production des préβ-HDL, ou en tous cas si le défaut de 

protéine Sar1b fonctionnelle empêche une sécrétion normale des HDL. Les PCTV ne 

contiennent pas d’apoA1 suggérant un mécanisme de transport différent [156, 157]. Par 

contre, les protéines impliquées dans la formation des PCTV pourraient être moins 

disponibles du fait du recyclage moins important par défaut de liaison des PCTV au Golgi. Un 

autre mécanisme pourrait être des modulations différentes d’expression des récepteurs 

facteurs nucléaires ou d’autres protéines en fonction de la localisation subcellulaire du 

blocage de sécrétion des chylomicrons. Une revue a récemment mis en évidence le rôle de ces 

récepteurs intestinaux dans le métabolisme des HDL [548]. Des modulations d’expression de 

gènes impliqués dans le métabolisme intestinal du cholestérol ont été mises en évidence chez 

les souris MTP ko conditionnelles, notamment une diminution d’expression du gène NPC1L1 

de plus de 80% et des gènes ABCG5 et ABCG8  et une augmentation de l’expression du gène 

de l’HMGCoA reductase [128, 130]. Ces modulations d’expression des gènes n’ont pas été 

étudiées à notre connaissance chez les souris Sar1b ko. Enfin, l’augmentation du catabolisme 

pourrait être due à leur composition : leurs HDL sont enrichies en apoE [529, 543]. 

 Chez les patients présentant une hypobetalipoprotéinémie, nous avons observé une 

concentration de cholestérol HDL basse mais variable et corrélée avec la taille de la 

troncature : les patients présentant des troncatures de petite taille ont des concentrations de 

cholestérol HDL extrêmement basses alors que ceux présentant des troncature de grande taille 

ont des concentrations de cholestérol HDL supérieures à 2 mmol/l (Article 3, [549, 550]). 

Ceci soulève deux questions : pourquoi la présence d’ApoB tronquée est associée à une 

diminution du cholestérol HDL et pourquoi l’existence d’une protéine de 80-90% est associée 

à des concentrations élevées de cholestérol HDL. 

La présence de l’ApoB tronquée pourrait prévenir la synthèse et/ou la sécrétion de l’ApoA-I. 

L’utilisation de siRNA anti-ApoB réduisant l’ApoB de 85% sur culture de cellules HepG2 ne 

diminue pas l’apoA1 [77]. L’ApoB et l’apoA1 sont transportées du RE vers le Golgi de façon 

séparée, cependant l’ApoB37 inhibe la sécrétion de l’ApoA1 et de l’ApoE [300, 551]. In vivo, 

les études chez les hétérozygotes montrent que les plus petites troncatures sont principalement 

sécrétées dans les HDL (et seulement dans les HDL quand les troncatures sont ≤ 31%). La 

présence de petites troncatures d’ApoB peut perturber la synthèse normale des HDL [552, 

553].  
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Les VLDL sécrétées par ces patients pourraient également influencer le catabolisme des HDL. 

Une concentration de cholestérol HDL élevée est également retrouvée chez les patients 

hétérozygotes pour des troncatures (cf. poster EAS 2014, Annexe 5) sans effet de la taille de 

la troncature. Or après charge en graisse chez les patients Ho-FHBL, nous avons observé une 

augmentation des triglycérides sanguins jusqu’à 6 fois la concentration basale, également 

corrélée avec la taille de la troncature (troncature de taille > 34.8%). Cette augmentation 

pourrait être due à une augmentation de la synthèse de triglycérides-VLDL dans le contexte 

de stéatose et d’insulinorésistance [554, 555]. Or chez le sujet obèse, il existe un lien entre le 

catabolisme de l’apoA1, la production des VLDL1-triglycérides (et la stéatose), le 

catabolisme des VLDL et l’indice HOMA-IR [556, 557]; chez les sujets obèses et non obèses, 

le catabolisme de l’apoA1-HDL est corrélé positivement à la production des VLDL-ApoB et 

du HDL-ApoA1 [556]. Des études cinétiques chez ces patients pourraient être utiles pour 

explorer ces anomalies de production/catabolisme des HDL et le lien avec la composition des 

VLDL. 

Obésité, insulinorésistance dans les hypocholestérolémies par défaut de sécrétion des 

VLDL, rôle de la protéine MTP dans la formation du tissu adipeux ? 

L’obésité, généralement définie par une accumulation de triglycérides dans le tissu adipeux 

blanc [558]. Nous avons montré que les patients Ho-FHBL présentent un surpoids ou une 

obésité et ceci pose question. En effet, ce surpoids ou cette obésité sont retrouvées même chez 

les patients ayant présenté un retard de croissance dans l’enfance et ayant une malabsorption 

(troncature précoce de l’ApoB). De plus, nous avons montré que l’insulinorésistance est 

fréquente chez les patients Ho-FHBL. Au contraire les patients ABL, présentent dans 

l’enfance un retard de croissance mais restent maigres ou avec un BMI normal.  

Dans les deux pathologies, les patients présentent un défaut de sécrétion des VLDL et la 

stéatose est fréquente. Une étude montre que chez la souris, les VLDL ne semblent pas jouer 

un rôle majeur dans la délivrance des triglycérides aux tissus périphériques [531]. Cependant 

le modèle de souris utilisé dans cette étude pouvait sécréter des chylomicrons.  

En revanche, chez ces patients, les protéines mutées sont différentes (ApoB ou MTTP) et ceci 

pourrait expliquer la différence de stockage des triglycérides. A notre connaissance, le 

stockage musculaire des triglycérides et l’adiposité n’a pas été étudié chez les souris Apob 

conditionnelle, et n’ont été étudiés que chez des souris Mttp-/- conditionnelles hépatiques, ne 

sécrétant pas de VLDL mais avec une sécrétion normale de chylomicrons. Dans ces 

conditions, le stockage musculaire des triglycérides et l’adiposité sont normaux [531]. 
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Cependant dans ce modèle, seule la Mttp hépatique est invalidée. Les souris Mttp 

conditionnelles intestinales présentent une diminution de la concentration en acides gras libres 

à jeûn [128]. Or la MTTP est retrouvée dans le tissu adipeux blanc et brun chez la souris et 

chez l’Homme, autours des gouttelettes lipidiques, et dans ces tissus, une activité de transfert 

des lipides est faible mais mesurable [95, 96]. La MTTP jouerait un rôle dans la formation des 

gouttelettes lipidiques hépatiques [110-112] mais son rôle dans la formation des gouttelettes 

lipidiques des autres tissus reste à définir.  

Il serait donc intéressant d’étudier d’une part l’effet de l’invalidation du gène MTTP sur les 

adipocytes et d’autre part de comparer les profils d’expression des gènes et la composition des 

gouttelettes lipidiques des adipocytes de patients FHBL homozygotes par rapport à des 

témoins pour voir s’il existe des mécanismes adaptatifs en cas d’absence de VLDL et de 

chylomicrons circulants. 

Par ailleurs, ces anomalies peuvent être rapprochées de l’hypolipidémie combinée familiale 

(FHBL2) par mutation du gène ANGPTL3. Ces patients présentent également une diminution 

du pool de VLDL circulant par défaut de synthèse mais également hypercatabolisme 

(augmentation de l’activité LPL) [450, 451]. Comme les patients Ho-FHBL, ils sont en 

moyenne en surpoids mais ne présentent pas d’augmentation de la prévalence de la stéatose, 

bien qu’un cas de stéatose sévère (16,7%) ait été décrit chez une femme avec un IMC à 41 

kg/m2 [451]. Ces patients n’ont pas d’insulinorésistance (aucun cas de diabète), et au contraire 

une meilleure sensibilité à l’insuline [451, 559]. Ces observations encouragent à rechercher un 

lien entre obésité, insulinorésistance et ApoB. 

La protéine Sar1b a-t-elle d’autres rôle en dehors de la sécrétion des lipoprotéines ? 

Les manifestations cliniques retrouvées chez les patients atteints de CMRD sont 

principalement en relation avec un défaut de sécrétion des lipoprotéines ou leur conséquence 

(malabsorption, stéatorrhée, un retard de croissance et un défaut d’absorption des vitamines 

liposolubles). Cette spécificité est assez étonnante puisque comme nous l’avons vu dans la 

première partie, la protéine Sar1 est indispensable à la formation des vésicules COPII qui 

permet le transport de nombreuses molécules cargo (facteurs de croissance, récepteurs de 

surface cellulaire, canaux transmembraniares, protéines de la matrice extracellulaire sans que 

nous sachions exactement quel est le rôle respectif des deux protéines paralogues Sar1a et 

Sar1b [560]. Cependant, cette spécificité de symptômes est retrouvée lors de la mutation 

d’autres protéines impliquées dans le trafic entre le RE et le Golgi en pathologie humaine. 

L’exemple des protéines Sec23a et Sec23b est particulièrement intéressant puisque les 



157 

mutations faux sens sur les deux protéines paralogues entraînent des phénotypes distincts : 

une dysplasie cranio-lenticulo-suturale (CLSD) due à une mauvaise sécrétion du procollagène 

pour SEC23A et une anémie congénitale dyserythropoïétique de type II (CDAII) sur 

SEC23B [561, 562]. Différentes hypothèses sont possibles. Première hypothèse, le transport 

des cargos est habituellement assuré par la protéine Sar1a, et la protéine Sar1b est 

exclusivement réservée au transport des lipoprotéines. La protéine Sar1a présente une plus 

forte homologie avec la protéine Sar1p de levure [159]. Un argument indirect est l’absence de 

mutation retrouvée sur le gène SAR1A en pathologie humaine, et la présence de mutations 

entraînant une troncature de la protéine Sar1b, alors qu’aucun homozygote pour des 

troncatures de Sec23a ou b n’a été identifié [563]. Cependant, dans ce cas, on peut s’étonner 

de la localisation cellulaire de la protéine Sar1b, également retrouvée en dehors des sites 

principaux de production des lipoprotéines : cerveau, cœur, muscle squelettique, thymus, rate, 

rein, placenta, poumons [7]. Deuxième hypothèse, il existe chez ces malades un mécanisme 

permettant de pallier l’absence de protéine Sar1b fonctionnelle. La protéine Sar1a pourrait 

suffisamment compenser l’absence de protéine Sar1b fonctionnelle. En effet, la redondance 

de fonction des protéines Sar1 a été mise en évidence grâce à l’étude de la CLSD : in vitro, 

Sar1b est utilisée pour la sécrétion du procollagène, mais en cas de déplétion en Sar1a ou 

Sar1b, la sécrétion du procollagène n’est pas affectée car la déplétion est compensée par 

l’autre paralogue [176, 564]. Les protéines impliquées dans le trafic entre le RE et le 

Golgi  assurent probablement des fonctions majoritairement redondantes en plus de quelques 

fonctions spécifiques et/ou des profils d’expression tissus-spécifiques ou stimulus-spécifique 

si bien que dans certaines conditions, la protéine paralogue ou le mécanisme accessoire mis en 

place n’est pas en mesure de compenser l’insuffiance.  

Dans ce contexte, nous pouvons quand même noter que plusieurs patients CMRD présentent 

également  

1/ des anomalies musculaires : 12/13 patients présentent des CPK augmentées, certains 

patients souffrent de crampes musculaires et une accumulation de lipides dans les fibres 

musculaires a été observée chez 2 patients [530, 565-567]. La protéine Sar1b est fortement 

exprimée dans le muscle squelettique [7]. Sa fonction précise dans ce tissu n’est pas connue 

mais sa présence ainsi que l’observation de ces anomalies chez les patients CMRD nous 

laissent penser que cette protéine a un rôle spécifique dans ce tissu. Le rôle de la protéine Sar1 

(a ou b ?) dans le transport du récepteur calcique humain a été démontré [154].   

2/ une cardiomyopathie : un patient CMRD présente en outre une cardiomyopathie [566]. Des 

cas de cardiomyopathies ont été décrits chez des patients ABL (Article 3) et l’expression de la 
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MTTP est augmentée chez la souris obèse, attenuant ainsi l’accumulation de triglycérides 

[568]. On peut donc se demander si la cardiopathie observée chez un patient CMRD est liée 

au défaut de protéine Sar1b ou au défaut de sécrétion de lipoprotéines par le cœur, organe 

minoritaire pour la production des LP. 

Le rôle de la protéine Sar1b en dehors de la production des lipoprotéines est donc à établir. 

Une étude fine du phénotype de ces patients est une occasion unique d’appréhender le rôle 

spécifique de la protéine Sar1b en physiologie humaine 

Cas complexes 

Dans l’ABL et la CMRD, quelques cas sont atypiques et soulèvent la question 

d’interaction gène/gène ou gène/environnement.  

Le premier cas complexe de CMRD a été décrit par Céfalu et al [569]: une patiente 

homozygote a été découverte fortuitement au cours de l’exploration familiale d’un cas 

typique. Cette femme de 21 ans découverte par hasard est dite « homozygote » pour une 

mutation délétère (p.L28fs*34) : contrairement à tous les autres cas, elle ne présente pas de 

signe de CMRD ni de malabsorption, est même au contraire obèse (BMI 31,6 kg/m2) et son 

bilan lipidique est normal (cholestérol total 4,9 mmol/L, triglycérides 1, 6 mmol/L, HDL 1,97 

mmol/L, LDL-C 2,2 mmol/L)[569]. Les auteurs n’ont pas mentionné s’ils avaient utilisé 

plusieurs couples de PCR pour le séquençage afin d’exclure un problème technique et le statut 

génétique de ses parents n’est pas connu. Etant donné le caractère atypique de cette patiente et 

l’absence de confirmation par plusieurs amplifications, cette patiente n’avait pas été retenue 

dans l’article de synthèse (Annexe 3). En cas de confirmation du caractère homozygote, une 

recherche de mutation sur un gène hypercholestérolémiant pouvant « normaliser » le profil 

pourrait être intéressante. 

Le deuxième cas de CMRD est la famille récemment décrite par Magnolo et al [570]. Les 

patients qu’ils soient homozygotes ou hétérozygotes pour la mutation p.E62K présentent tous 

une hypocholestérolémie touchant la fraction LDL uniquement (HDL normaux à 1,32 

mmol/L) ; un hétérozygote présente un bilan lipidique sensiblement normal. In silico cette 

mutation est délétère (Polyphen, SIFT) et la modélisation a mis en évidence une perte de 

liaison hydrogène avec Glu63 (Annexe 3). Cette mutation pourrait avoir un effet dominant 

négatif : in vitro, des mutants à effet dominant négatif sont utilisés, empêchant l’hydrolyse du 

GTP, cependant le résidu Glu63 n’est pas directement impliqué dans la liaison du GTP. Les 

gènes APOB, PCSK9, ANGPTL3, MTTP, ont tous été explorés et aucune mutation ponctuelle 
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n’a été retrouvée dans cette famille. Une étude familiale plus élargie pourrait être utile ainsi 

que la recherche de mutations sur de nouveaux gènes.  

6 patients ABL présentent une symptomatologie atypique ou modérée. Dans un cas, la 

patiente est hétérozygote pour une mutation faux sens délétère et une mutation intronique 

n’affectant pas totalement l’épissage ce qui expliquerait le phénotype (Article 3). Dans les 5 

autres cas, la modération du phénotype ABL par d’autres mécanismes peut être suspectée. 

Perspectives de recherche dans les hypocholestérolémies familiales par défaut de 

synthèse 

Enfin d’autres patients présentant un phénotype de malabsorption intestinale type CMRD ont 

été explorés, chez lesquels aucune mutation ponctuelle du gène SAR1B n’a été mise en 

évidence. L’un d’entre eux présente une disomie uniparentale du chromosome 7 laissant 

suspecter une mutation sur un gène situé sur ce chromosome et 5 autres patients négatifs issus 

de 3 familles différentes sont mentionnés dans cet article [571]. Au laboratoire, 5 patients 

présentant un phénotype compatible avec une CMRD une ABL ou une malabsorption 

intestinale ont été explorés sans que des mutations sur les gènes SAR1B, MTTP ou APOB 

n’aient été retrouvées.  

D’après les fonctions des protéines dans la synthèse et la sécrétion des lipoprotéines 

contenant des triglycérides, d’autres gènes pourraient être explorés.  

Chez les patients présentant une malabsorption intestinale, des recherches de mutations sur le 

gène APOBEC1 pourraient être envisagées. Chez l’Homme, actuellement, aucune mutation du 

gène APOBEC1 n’a été rapportée. Cependant, compte tenu de sa place primordiale dans la 

synthèse d’ApoB48 et dans l’absorption intestinale des graisses, une recherche de mutation 

chez les patients présentant une malabsorption semble intéressante. Il est difficile d’extrapoler 

le phénotype de ces patients à partir des modèles souris KO puisque les hépatocytes de souris 

produisent également de l’ApoB48. La protéine VAMP7 semble jouer un rôle important dans 

la sécrétion intestinale des triglycérides. Cette protéine co-localise avec Sar1 dans les cellules 

intestinales et diminue le transfert des triglycérides entre le RE et Golgi de 85% sans affecter 

la sécrétions des protéines nouvellement synhtétisées [322]. En revanche cette protéine est 

absente du foie et rein [322]. 

D’autres protéines dont le rôle est mal définit chez l’Homme, mais dont la délétion entraîne 

une accumulation intestinale des triglycérides chez certains animaux, pourraient être 

explorées. Par exemple, nous pouvons siter la protéine KLF3 qui régule l’expression des 

gènes homologues aux gènes MTTP et APOB chez Caenorhabditis elegans et dont la délétion 
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entraîne une accumulation intestinale de triglycérides [321]. Chez la souris, cette protéine a 

été impliquée dans la régulation du poids, l’adipogénèse et la tolérance au glucose et certaines 

cardiomyopathies [572, 573], cependant son rôle dans la sécrétion des lipoprotéines n’est pas 

connu. 

Chez les patients présentant un déficit combiné de synthèse et/ou de lipidation des VLDL et 

des chylomicrons, des recherches de mutations pourraient être menées sur les gènes impliqués 

dans la dégradation de l’ApoB par la voie ERAD. Par exemple, la protéine Hsp110 stabilise 

l’ApoB et empêche sa dégradation par voie ERAD [574]: l’inhibition d’Hsp 110 pourrait être 

responsable d’hypocholestérolémie. De plus les protéines impliquées dans la lipidation des 

lipoprotéines ou le métabolisme des gouttelettes lipidiques semblent également jouer un rôle 

crucial dans la sécrétion des VLDL. Nous pouvons envisager par exemple d’étudier la 

protéine Cideb ou PGC1-α qui régule l’expression de la protéine Cideb dont la surexpression 

entraîne une augmentation de la sécrétion des VLDL [208]. La perilipine2 semble également 

intéressante puisque le polymorphisme p.S251P (rs35568725) modifiant une hélice α est 

associé chez l’Homme à des concentrations de triglycérides et des TG-VLDL plus basses 

(p<0.05) [575].  

Enfin, il faut garder à l’esprit que même si la symptomatologie n’est pas la même 

(absence de signes digestifs par exemple), une activation de la lipolyse entraîne un bilan 

lipidique similaire à celui d’une hypocholestérolémie par défaut de sécrétion. En effet, les 

mutations sur le gène ANGPTL3 entraînent une diminution du cholestérol total portant sur les 

fractions LDL et HDL associée à une hypotriglycéridémie et ce phénotype lipidique 

équivalent à celui des CMRD (cf. poster EAS 2014 en annexe 4)[450, 451, 559]. De plus, des 

mutations délétères (p.R19* et p.A23T) du gène APOC3 sont associées à une diminution des 

triglycérides et une accélération du turnover des VLDL. Les hétérozygotes p.K58E ont une 

concentration en triglycérides de 0.35 mmol/L en moyenne (0.28 – 0.54 mmol/L) [576-578]. 

L’exploration des protéines activant la LPL pourrait être utile chez les patients présentant une 

hypocholestérolémie sans signes digestifs ou hépatiques d’accumulation des lipides  associés. 
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Mesure d’activité LPL post-héparinique 

Nous avons mis au point une technique de mesure d’activité LPL post-héparinique robuste 

(bonne répétabilité et fidélité intermédiaire) qui présente en outre l’avantage d’utiliser le 

substrat physiologique de la LPL: des VLDL humains. Les techniques habituellement 

employées utilisent un substrat chimique, la trioléïne, qui en plus de présenter des problèmes 

de reproductibilité dus aux difficultés de solubilisation, n’est pas le substrat naturel de la LPL. 

L’activité LPL post-héparinique avec substrat VLDL est-elle une bonne méthode pour 

identifier les patients présentant un déficit génétique sur les gènes LPL, APOA5, 

GPIHBP1 et LMF1 ?  

Dans notre étude, une diminution d’activité a été observée chez les cinq patients 

testés  homozygotes ou hétérozygotes composites pour des mutations délétères sur les gènes 

LPL (n=3) et GPIHBP1 (n=2).  

Les patients homozygotes pour des mutations sur le gène LPL présentent une protéine 

tronquée (p.Y315*) pour l’un, et une mutation faux sens p.G215E (p.G188E selon l’ancienne 

nomenclature). La mutation p.G215E entraîne une perte d’activité catalytique (substrat 

trioléïne) in vivo et in vitro une diminution de liaison aux HSPG, une perte de fonction 

catalytique et une accélèration la dissociation spontanée des dimères [425, 579-581]. Le 

troisième patient est hétérozygote composite pour deux mutation faux sens : p.V227G 

(nouvelle mutation, délérère selon les logiciels de predicition in silico) et p.I252T déjà décrite 

[501].  

L’activité LPL post héparinique des deux patients mutés sur GPIHBP1 est retrouvée <10 

μmol/L/min et est bien corrélée avec l’activité mesurée avec substrat trioléïne publiée par 

Charrière et al [386]. Dans la littérature, l’activité LPL post héparinique des patients 

homozygotes ou hétérozygotes composites GPIHBP1 (p.C65Y, p.C65S, p.C68G, p.C68Y, 

p.C68R, p.C89F hémizygote, p.S107C, p.T111P, p.Q115P, p.V138*, p.G175R, délétion 

exons 3 et 4, délétion de 17,5kb) est extrêmement basse voire indetectable chez pratiquement 

tous les patients et de libération retardée [381, 385-393]. Seuls deux homozygotes p.G56R, 

présentant un type V, ont une activité LPL normale avec substrat trioléïne, cependant, le 

caractère délétère de p.G56R est débattu : ce variant est exporté sur la membrane cellulaire 

normalement, lie la LPL, les LRTG et l’ApoA-V de la même façon que la protéine normale 

[381, 582, 583]. Concernant les autres mutations, les hétérozygotes présentent un profil 

lipidique normal, cependant leur activité LPL peut être normale ou inférieure à 50% de celle 
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des témoins dans l’étude de Franssen et al [381, 387]. Nous n’avons pas testé de patients 

hétérozygotes avec notre technique. 

Théoriquement, cette mesure devrait permettre de dépister des mutations LMF1 qui 

présentent un déficit combiné en LPL et HL cependant nous n’avons pas pu tester notre 

technique (absence d’activité PHLP disponible pour des patients déficitaires LMF1)[461]. 

Notre méthode permet simultanément une mesure de l’activité HL mais est moins sensible 

pour l’activité HL (moyenne 3.33 +/-2.01µmol/L/min chez les témoins) que pour l’activité 

LPL.  

En revanche, dans notre étude, l’activité LPL n’est pas différente de celles des témoins 

pour les 4 patients hétérozygotes pour des mutations de la LPL ou chez 8/12 patients 

homozygotes ou hétérozygotes pour des mutations de l’ApoA-V.  

Ces mutations LPL sont pourtant délétères. Il s’agit d’une troncature prématurée p.W91*, 

p.P2000Lfs*7 et de deux mutations faux sens déjà décrites : p.A98T et p. V227A [584, 585]. 

Dans certaines études, les patients hétérozygotes LPL présentent une activité entre 50 et 70% 

de l’activité de témoins [586, 587]. Les raisons de cette différence ne sont sans doute pas le 

fait des seules différences techniques. En effet, les porteurs de mêmes mutations testés avec la 

même technique peuvent présenter des activités normales ou abaissées [501, 584]. Dans 

l’étude de Murase et al regroupant des hétérozygotes pour 9 mutations différentes (faux sens, 

troncature prématurée), avec la même technique (trioléïne), la moyenne est 25% plus basse 

que chez les témoins, 10/15 ont une activité LPL comprise dans l’intervalle de référence. 

Dans cette étude, l’activité LPL dépend du sexe : elle est plus basse chez les femmes 

hétérozygotes [587]. 

Cette méthode ne permet pas de mettre en évidence un défaut d’activité LPL chez les porteurs 

de mutations sur l’APOA5. Le patient homozygote p.R343C a une activité LPL à 58,4 

μmol/L/min (témoin 34.8+/- 12.8 μmol/L/min). Cette nouvelle mutation faux sens, considérée 

comme délétère par les logiciels de prédiction in silico Alamut et SIFT, est comprise dans un 

domaine de liaison aux lipides, et la présence de cette cystéine supplémentaire pourrait 

entraîner la formation d’une liaison disulfure et la formation de dimères et multimères comme 

c’est le cas pour la mutation p.G271C [411, 588]. Le dosage d’ApoA-V, la réalisation d’un 

western Blott et l’expression de cette protéine mutante pourraient être utiles pour une 

meilleure compréhension de son caractère délétère.  

L’activité LPL n’est retrouvée diminuée que chez 3/11 hétérozygotes APOA5. De plus, 5 

patients avec mutation hétérozygote sur le gène APOA5 ont eu une mesure d’activité selon les 

deux techniques, avec substrat trioléïne et VLDL : 3/5 sont concordants (très nette baisse 
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d’activité retrouvée dans les deux méthodes), en revanche 2 patients présentent une activité 

LPL normale avec substrat VLDL et une activité diminuée de 50% avec substrat trioléïne. Ces 

deux patients mettent en évidence une discordance entre les deux techniques. L’utilisation 

d’un pool de VLDL plutôt que d’un substrat non lipoprotéique pourrait apporter de l’ApoA-V 

et empêcher de mettre en évidence un déficit en ApoA-V; nous n’avons jamais dosé ou 

recherché l’ApoA-V par blott sur les pools de VLDL. Dans la littérature, les données 

concernant l’apport d’ApoA-V sur l’activité LPL in vitro sont contradictoires : selon certains, 

l’ApoA-V n’active pas la LPL et l’activité LPL libre (non liée aux HSPG) est identique que le 

substrat VLDL contienne de l’ApoA-V ou non [397, 398]; au contraire, pour d’autres, 

l’activité LPL in vitro est nettement diminuée lorsque les VLDL ne contiennent pas d’apoA-V 

et augmentée quand les VLDL sont enrichis en apoA-V [396, 407]. Par ailleurs, la mesure 

d’activité LPL avec substrat trioléïne ne permet pas non plus systématiquement de mettre en 

évidence un déficit d’ApoA-V. En effet, dans la littérature, 1/ 2 patients homozygotes 

(p.Q97* et p.A6_A13 del) ont des activités LPL normales alors qu’il n’ont pas d’ApoA-V 

détectable (western Blott ou ELISA)[402, 415] 2/ chez des patients homozygotes pour la 

même mutation, (p.Q97*), l’un présente une activité normale, et l’autre une activité <10% des 

témoins)[402, 413] 3/ concernant les hétérozygotes, 5 autres hétérozygotes ont également des 

activités LPL normales [401, 411, 413, 420, 589] 4/ pour tous ces patients avec activité LPL 

normale, l’activité a été mesurée avec trois techniques différentes utilisant toutes un substrat 

trioléïne et non des VLDL ; l’ApoA-V n’a donc pas été apportée par le substrat.  

Les arguments retrouvés dans la littérature concernant les hétérozygotes LPL et les 

porteurs de mutations sur le gène APOA5 avec activité LPL basse, suggèrent l’existence de 

facteurs additionnels responsables de la diminution d’activité LPL. L’expression 

phénotypique de ces déficits partiels peut être modulée par d’autres facteurs génétiques et 

environnementaux comme la diététique, l’obésité, l’insulino-resistance, l’hypertension, le 

diabète, les hormones (sexe, traitements estrogènes, grossesse), et les traitements diurétiques 

thiazidiques et antagonistes beta adrénergiques [370, 587, 590]. Certains cas laissent suspecter 

des interactions complexes : une patiente hétérozygote p.Q97* sur APOA5 a présenté une 

hypertriglycéridémie jusqu’à 22,6 mmol/L avec comme seul facteur favorisant retrouvé un 

BMI à 28; après perte de poids et utilisation d’huiles de poisson, ses triglycérides se sont 

complètement normalisés (0,8 mmol/L) De la même façon, une homozygote p.Q97* 

sur APOA5, qui a présenté des triglycérides jusqu’à 112 mmol/L (patiente ayant la plus forte 

augmentation des triglycérides avec cette mutation), présente ensuite une triglycéridémie 

normale à 1,6 mmol/L sous traitement diététique associé à des fibrates et de l’acide 

nicotinique ; malheureusement, aucun dosage d’ApoA-V ni mesure d’activité LPL n’ont été 
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réalisés [591]. Ces deux patientes posent la question de mécanismes compensatoires. Enfin, la 

présence dans cette famille d’un frère hétérozygote p.S19W non porteur de la mutation, 

diabétique et qui présente des triglycérides compris entre 5 et < 22 mmol/L pose la question 

de l’association à une autre cause génétique participant à l’hypertriglycéridémie dans cette 

famille. 

En conclusion, cette méthode permet de dépister les patients présentant un déficit 

complet de l’activité lipolytique de la LPL quel qu’en soit le mécanisme : LPL non 

fonctionnelle (mutation sur le gène LPL affectant l ‘activité catalytique) ou non sécrétée 

(absence de GPIHBP1 ou de LMF1 théoriquement (non testé)). Cependant cette méthode ne 

permet pas de mettre systématiquement en évidence les déficits en ApoA-V. 

Que faire devant la découverte d’une activité LPL <10µmol/L/min ? 

La découverte d’une activité LPL abaissée incite à compléter des explorations 

génétiques sur les gènes LPL et GPIHBP1 dans un premier temps. Dans la littérature, la 

découverte d’activité LPL post-héparinique nulle à permis de trouver des hétérozygotes 

composites sur le gène LPL et d’identifier des mutations sur la LPL entraînant une abolition 

de la liaison LPL-GPIHBP1 et l’absence de transport à travers la cellule [348, 592]. En 

l’absence de mutation ponctuelle exonique, la recherche de grands réarrangements doit être 

envisagée, par PCR long range ou détermination des CNV (copy number variation). En effet, 

des grands réarrangements ont déjà été mis en évidence sur le gène GPIHBP1 chez 3 patients 

[386, 391, 593]; de même plusieurs grands réarrangements ont déjà été mis en évidence sur le 

gène LPL [371]. Il pourrait également être utile de rechercher des mutations dans les 

séquences régulatrices du gène LPL. En effet, des mutations ponctuelles ont été identifiées 

chez l’Homme à proximité de la séquence octamère de la LPL associées à une augmentation 

des triglycérides sériques et une diminution de l’activité et de la masse de LPL [590]. 

En l’absence de mutation homozygote ou hétérozygote composite, il faut poursuivre 

en séquençant le gène APOA5 et en recherchant des facteurs génétiques (polymorphismes de 

susceptibilité sur le gène APOA5 ou APOC2) ou environnementaux associés (cf. 

précédemment). 

Nous avons également mis en évidence une activité <10µmol/L chez deux patients 

porteurs de polymorphismes mineurs (groupe 2) avec une histoire familiale 

d’hyperchylomicronémie. L’un d’entre eux est également porteur d’une mutation p.Q246R 

hétérozygote sur le gène APOE. Cette mutation délétère selon les logiciels Polyphen et Sift 

remplaçant un acides aminé acide par un acide aminé alcalin (pI 5.7 versus 10.7) entraîne une 
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modification du pI (pI plus alcalin que l’apoE4 objectivée par isoélectrophorèse). Bien que 

l’apoE soit clairement impliquée dans la recapture hépatique des remnants, le lien avec la 

diminution de l’activité LPL retrouvé chez ce patient n’est pas évident. Dans la littérature, une 

patiente avec hypertriglycéridémie majeure, pancréatite en post-partum et déficit partiel 

d’activité LPL (152 versus 164 à 284 ng/ml) a déjà été rapportée, lié, selon les auteurs, à son 

génotype 2/3 [594] mais 1/ le déficit est plus modéré que celui retrouvé chez notre patient et 

2/ seul le gène LPL a été séquencé (APOA5 et GPIBP1 non séquencés). Le rôle de l’ApoE 

dans la lipolyse elle-même est controversé puisque certaines études montrent que l’ApoE 

favorise la lipolyse in vitro alors que d’autres montrent l’absence de rôle ou un rôle inhibiteur 

de l’ApoE [433, 478, 595-598]; l’ApoE libre ou intégrée à des lipoprotéines pauvres en 

triglycérides pourrait inhiber la lipolyse alors que l’ApoE intégrée dans des lipoprotéines 

riches en triglycérides pourrait l’activer [474]. L’ApoE via des résidus arginine et le fragment 

139-153 de l’ApoE inhiberaient l’activité LPL in vitro et in vivo de façon dose dépendante 

[596, 597]. Cependant la quantité d’ApoE dans les 10µl de prise d’essai pour la mesure 

d’activité LPL ne semble pas suffisante pour inhiber la réaction in vitro. Les autres 

hypothèses possibles seraient que l’ApoE diminue la sécrétion de LPL ou augmente sa liaison 

avec les HSPG (empêche le relargage par l’injection d’héparine) ou augmente sa catalyse. La 

mutation p.Q246R modifie un acide aminé d’un des deux domaines de liaison de l’ApoE aux 

HSPG (résidus 243 à 272, masqué par les lipides) or un défaut d’interaction entre ApoE et 

HSPG pourrait être associé à un défaut de lipolyse des LRTG par la LPL liée aux HSPG  

[599, 600]. Le rôle de l’ApoE sur l’activité LPL n’est pas évident ; pourtant, le génotype de 

l’ApoE influence la modulation d’activité LPL par l’entraînement physique [601]. Le rôle de 

l’ApoE dans la lipolyse mérite d’être étudié plus précisément aussi bien chez ce patient avec 

une étude familiale, qu’en population générale.  

L’existence de ces activités LPL basses en présence de mutations hétérozygotes avec 

facteur favorisant, ou sans cause génétique identifiée encourage 1/ à déterminer 

systématiquement l’activité LPL en complément et parallèlement à l’étude génétique, et 2/ 

dans les familles avec hypertriglycéridémie sévère et déficit en LPL sans cause génétique 

identifiée, à rechercher d’autres causes génétiques en lien avec la sécrétion ou la liaison de la 

LPL aux HSPG par séquençage de l’exome. 

Autres applications de la mesure d’activité LPL, perspectives 

Nous avons mis en évidence 6 patients avec une activité LPL très élevée, nettement 

supérieure à celle des témoins présentant dans leurs antécédents une hypertriglycéridémie 

sévère. Ce résultat est surprenant : pourquoi des patients avec activité LPL augmentée 
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présentent-ils des antécédents d’hypertriglycéridémie majeure ? Le jour du test, ces patients 

présentaient des triglycérides compris entre 1.2 et 9.2 mmol/L (moyenne 5.43 mmol/L). 

L’existence d’activité LPL élevée chez des patients hypertriglycéridémiques à distance de 

l’épisode aigu apparaît aussi dans l’étude de Coca-Prieto [602]. On peut penser que des 

mécanismes compensatoires d’un défaut de lipolyse entraînent une surexpression du gène 

LPL, par contre, on ne comprend pas pourquoi ces patients présentent une 

hypertriglycéridémie. Plusieurs hypothèses peuvent être soulevées : une surproduction de 

LRTG qui dépasserait les capacités de la LPL, un défaut de ces lipoprotéines empêchant leur 

lipolyse, la présence d’inhibiteurs de la LPL en grande quantité (autoanticorps, Angptl3, 

Angptl4) empêchant son activité in vivo. Ces éléments sont à étudier chez ces patients et à 

confronter à leur diminution de triglycérides lors du test, à la protéomique et la lipidomique 

de leur chylomicrons et/ou VLDL. 

Dans la littérature, l’injection d’héparine chez les souris gpihbp1-/- et les patients avec 

mutation homozygote ou hétérozygote composite délétère sur le gène GPIHBP1 présentent un 

relargage retardé même si la concentration de LPL masse ou activité ne se normalise pas chez 

l’Homme [377, 381, 385, 389]. De plus, les concentrations de triglycérides sanguins 

diminuent de 20mM à 6mM pour un homozygote p.Q115P après infusion d’héparine, de 25% 

environ en 5 à 30 min après un bolus de 100 U/kg chez deux homozygotes (del 17,5kb et 

p.C68Y) et deux patients homozygotes ont été découverts lors d’une extension familiale avec 

des hypertriglycéridémies < 10 mmol/L et aucun symptôme [381, 385, 593]. Enfin, un patient 

a été décrit avec LPL nulle à T10 et normale après infusion d’héparine pendant 5h 

([603]abstract). Ceci suggère, qu’il existe deux pools de LPL, un lié à GPIHBP1 à la surface 

cellulaire, relarguable rapidement après injection d’héparine et un autre probablement 

extravasculaire : ceci est compatible avec l’hypothèse de Djik et al (cf. Figure 17 p.67) [377, 

464]. Il paraît donc intéressant d’étudier la cinétique de relargage de la LPL sur 60 min en 

particulier chez les patients qui présentent un déficit en LPL à 10 min et chez lesquels aucune 

mutation n’a été retrouvée sur LPL et GPIHBP1, mais également chez tous les patients pour 

lesquels aucune mutation n’a été retrouvée. Nous avons également observé une diminution de 

22.4 à 12.9 mmol/L de triglycérides chez une patiente homozygote LPL (c.945T>A soit 

p.Tyr315* soit une protéine de 66% de la taille habituelle) après injection d’héparine. Cela 

pose la question du mécanisme de lipolyse observée in vivo après injection d’héparine chez 

des patients totalement déficitaires en LPL. 

L’injection d’héparine pour détacher la LPL des HSPG permet de mesurer l’activité 

LPL mais 1/ l’injection d’héparine n’est pas sans danger pour les patients et est contraignante 
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2/ le fait de détacher la LPL des HSPG ne correspond pas à ce qui se passe au cours de la 

lipolyse intravasculaire 3/ la lipolyse n’est pas mesurée sur le propre substrat de la LPL (les 

VLDL du patient) mais soit sur un substrat synthétique, soit avec notre technique sur des 

VLDL « normales ». La mesure d’activité LPL liée aux VLDL du patient permet de 

s’affranchir de l’injection d’héparine: au cours de la lipolyse, les lipoprotéines avec de la LPL 

liée se détachent de l’endothélium vasculaire et se retrouvent dans la circulation générale. 

Cette mesure permet, en complément de l’activité LPL post-héparinique, de tester la liaison 

de la LPL aux propres VLDL du patient [604, 605]. Une autre possibilité est de développer un 

essai in vitro de lipolyse des VLDL des patients utilisant la LPL liée aux HSPG ce qui permet 

de tester la liaison VLDL-LPL-HSPG  

Pour conclure, la mesure d’activité LPL chez les patients hypertriglycéridémiques sans 

mutation identifiée sur les gènes LPL, GPIHBP1, et APOC2 pourrait permettre d’identifier 

des mécanismes indépendants du défaut de lipolyse par la LPL elle-même. Cette mesure 

permet de déterminer s’ils ont un authentique défaut de lipolyse, ou s’il faut plutôt s’orienter 

vers une autre cause comme une surproduction de lipoprotéines ou un défaut de recapture des 

remnants. L’importance de la capture des LRTG par les héparanes sulfates a été démontrée 

récemment [405], des études chez l’Homme sont maintenant requises pour déterminer le rôle 

de l’altération des héparanes sulfates dans la recapture dans les hypertriglycéridémies et 

l’athérosclérose. 

 

  



168 

Interaction gène/gène 

Nous avons mis en évidence à plusieurs reprise la possibilité d’interaction gène gène 

modulant le phénotype des patients atypiques dans les hypocholestérolémies et dans les 

hypertriglycéridémies inexpliquées aussi bien avec déficit d’activité LPL qu’avec activité 

LPL augmentée mais existence d’une hypertriglycéridémie. 

Les résultats préliminaires du cas clinique présenté dans la dernière partie de nos travaux 

illustrent ces interrelations et les modulations de phénotype qui peuvent être observées au sein 

des familles présentant des anomalies génétiques. Des normalisations de cholestérolémies 

chez des patients avec hypercholestérolémie familiale due à une mutation sur le gène LDLR 

par des mutations hypocholestérolémiantes sur les gènes APOB et PCSK9 ont déjà été 

rapportées [19, 20], mais à notre connaissance, nous décrivons le premier cas d’interrelation 

entre les gènes des hypertriglycéridémies et les gènes hypocholestérolémiants (APOB, 

PCSK9). De plus d’autres interrelations épi ou nutri-génomiques existent probablement et 

contribuent à l’expression variable des hyper ou hypolipidémies [607]. 
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Conclusions 

Notre travail a consisté d’abord en une recherche bibliographique des mécanismes 

généraux de production et de lipolyse des lipoprotéines riches en triglycérides. Ainsi, nous 

avons mieux compris leur métabolisme. Les mécanismes conduisant à la production des 

VLDL sont importants à connaître puisqu’un défaut des protéines impliquées dans la synthèse 

entraîne une hypocholestérolémie mais également une augmentation de leur expression 

pourrait être responsable d’hyperlipidémies mixtes ou d’hypertriglycéridémie. En effet, les 

études sur modèles cellulaires ou animaux montrent qu’une augmentation d’expression de ces 

protéines entraîne une hypersécrétion de VLDL ou de chylomicrons. Il est également 

important de connaître les mécanismes responsables de la lipolyse de ces lipoprotéines 

puisqu’en cas de défaut, on observe une accumulation de lipoprotéines riches en triglycérides 

et qu’inversement une augmentation de la lipolyse entraîne une hypolipidémie. 

Dans un second temps, nous avons ensuite mis au point les différentes techniques 

moléculaires permettant de rechercher des mutations sur le gène SAR1B pour le diagnostic 

moléculaire de la CMRD. Le laboratoire s’est progressivement sépcialisé dans le diagnostic 

des hypocholestérolémies d’origine génétique (séquençage des gènes APOB, MTTP, SAR1B, 

ANGPTL3, PCSK9) et des méthodes d’étude de l’impact des mutations ont été mises en place: 

activité MTP sur biopsies hépatiques et intestinales, minigènes pour l’étude de l’impact des 

mutations introniques. Nous avons réalisé une revue complète de tous les cas de maladie de 

rétention des chylomicrons, d’abetalipoprotéinémie et d’hypobetalipoprotéinémie 

homozygote ou hétérozygote composite avec mutation délétère identifiée. Cette étude permet 

de mieux comprendre l’impact des mutations de ces gènes chez l’Homme sur la sécrétion et le 

métabolisme des lipoprotéines, sur l’intestin, le foie et le risque de développer des stéatoses, 

mais également sur le muscle et le stockage adipocytaire des triglycérides. Cette étude a mis 

en évidence plusieurs axes de recherche et notamment l’étude de la composition des VLDL et 

leur catabolisme, l’impact de la production de VLDL dans des conditions pathologiques sur la 

concentration d’HDL, l’étude des gouttelettes lipidiques musculaire en cas de mutations sur le 

gène MTTP. L’impact de ces mutations sur le métabolisme hépatique, la formation des 

gouttelettes lipidiques, la stéatose et l’évolution vers la fibrose correspond également à un axe 

de recherche intéressant mais qui pose le problème éthique d’accessibilité au tissu hépatique 

humain. Enfin plusieurs gènes pourraient faire l’objet d’une étude moléculaire chez les 

patients pour lesquels aucune mutation n’a été identifiée : deux approches sont possibles, soit 

une approche gène candidat, soit un séquençage de l’exome, à condition que les exons des 

gènes d’intérêt soient bien inclus dans l’analyse de l’exome proposée. 
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Nous avons mis au point une méthode d’exploration phénotypique des patients 

présentant une hypertriglycéridémie majeure en mesurant l’activité LPL post-héparinique in 

vitro. Cet outil, indispensable pour réaliser une étude fonctionnelle de la LPL, permet de 

dépister des anomalies fonctionnelles de la LPL mais a également montré des déficits chez 

des patients ne présentant pas de mutation du gène LPL laissant supposer l’existence de 

facteurs additionnels modulant l’expression ou l’acitivité de la LPL. Plusieurs pistes peuvent 

être envisagées pour poursuivre l’étude phénotypique des patients avec activité LPL normale 

mais présentant une hypertriglycéridémie par l’étude de : l’activité LPL sur leur propres 

VLDL, la cinétique de libération de la LPL, les modifications des lipoprotéines au cours de la 

lipolyse induite par l’injection d’héparine, la composition de leur lipoprotéines riches en 

triglycérides par analyse protéomique et lipidomique. 

Nous avons montré à travers un exemple précis que les interelations gène/gène 

modulent l’expression de mutations. Nous avons décidé de mettre en place le diagnostic 

moléculaire grâce à la technologie NGS qui permet l’analyse de plusieurs gènes 

simultanément et nous avons choisit d’explorer simultanément les principaux gènes impliqués 

dans les dyslipidémies. Cette stratégie devrait nous permettre une corrélation génotype-

phénotype plus fine que l’exploration des seuls gènes directement impliqués dans les 

pathologies. 

En conclusion, la stratégie d’exploration des anamolies du métabolisme des 

lipoprotéines riches en triglycérides ne cesse d’évoluer à la suite des découvertes de ces 10 

dernières années. Il reste indispensable de conduire des corrélations phénotype-génotypes 

méticuleuses et systématiques pour permettre une meilleure compréhension de ce 

métabolisme à partir des modèles privilégiés que fournit la clinique. 
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a b s t r a c t

Lipoprotein assembly is critical for the intestinal absorption of dietary lipids and of fat-soluble vitamins.
Through their inhibition of chylomicron secretion, mutations of the Sar1B gene coding for Sar1 GTPase
are associated with chylomicron retention disease (CRD). The aim of this study was to describe the phe-
notypic expression of CRD in two clinically and genetically well characterized cohorts, and to compare
their long term evolution. The study in 7 children from France (�X age 11.3 ± 1.7years) and 9 from Quebec,
Canada (�X age 12 ± 2.5years) involved data collection from medical records for growth evaluation, neu-
rological and ophthalmological status as well as bone density over an average follow-up period of
4.9 years for the French cohort and of 10.6 years for the Canadian one. All CRD patients presented within
the first few months of life with diarrhea and failure to thrive. Severe hypocholesterolemia coupled with
normal triglycerides was associated with low LDL and HDL-cholesterol, as well as with low apolipopro-
teins A-I and B. Varying degrees of essential fatty acid and of vitamin E deficiency were observed. The
earlier diagnosis in the Canadian cohort (1.3 ± 0.04 years) than in the French one (6.3 ± 1.3 years) was
unrelated with the severity of presenting symptoms. The fact that the disease had more impact on growth
and bone density in the latter group may be related to delayed diagnosis of the disease. Vitamin E defi-
ciency led to functional neurological and ophthalmic changes in a small number of patients but only one
developed areflexia. Finally, genotype–phenotype correlation is not obvious in our cohort with CRD; even
if, the Canadian subjects with the allele 409G>A had a more severe degree (P < 0.001) of hypocholester-
olemia than the other patients, many clinical data are inconsistent with a hypothetical genotype–pheno-
type correlation. This study provides new insights on the phenotypic expression of CRD over time and
emphasizes the need to screen the lipid profile of infants with chronic diarrhea and failure to thrive.

� 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

The small intestine produces chylomicrons (CM)1 in the post-
prandial state. The assembly of these large lipoprotein particles is
critical for the transport of fat and lipid-soluble vitamins. Although

significant strides have been made over the last three decades in
the understanding of the formation of intestinal lipoproteins [1–3],
additional efforts are obviously necessary to delineate the intracellu-
lar mechanisms of CM assembly. Studies of genetic disorders have
provided insight into the mechanisms involved in intestinal lipid
handling and lipoprotein metabolism. More specifically, they have
highlighted the crucial roles of apolipoprotein (apo) B-48 [4–6],
microsomal triglyceride transfer protein (MTP) [7,8] and Sar1B
GTPase [9]. Mutations in the genes of APO B, MTP and Sar1 GTPase re-
sult in hypobetalipoproteinemia (MIM#107730), abetalipoproteine-
mia (MIM#200100), and chylomicron retention disease (CRD)

1096-7192/$ - see front matter � 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ymgme.2009.02.003
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(MIM#246700) also called Anderson’s disease (MIM#607689),
respectively. First described in 1961 [10], CRD is characterized by
chronic fat malabsorption with varying degrees of hypocholesterol-
emia, chronic diarrhea, failure to thrive, and deficiency of fat-soluble
vitamins, vitamin E particularly, which may lead to neurological def-
icits [11–13].

Currently, it is considered that the packaging process of CM
starts with the biosynthesis and entrance of apo B-48 into the
lumen of the endoplasmic reticulum (ER), where lipids are added
through interaction with pivotal MTP, allowing correct folding of
apo B-48. The latter protein is then sorted into exit sites to leave
the ER by Pre-Chylomicron Transfer Vesicles (PCTV), which are
large COP II-like vesicles formed under the influence of Sar1B
GTPase and of various coatomer proteins [14]. The efficient oper-
ation of the PCTV pathway necessitates two multimeric com-
plexes (Sec23/24p and Sec13/31p), and Sar1B, a GTPase of the
Ras superfamily [15]. The GTP-binding protein Sar1B is particu-
larly essential for the budding reaction and it is also important
for correct vesicle targeting and fusion with recipient Golgi
membrane sites [16]. The requirement of Sar1B for intracellular
CM transport was confirmed in CRD with the identification of
mutations of the Sar1B gene (previously named SARA2) that en-
codes Sar1B [9].

The aim of this study was to provide a description of the largest
group of CRD patients so far reported, and to compare the severity
of the disease and its long term evolution in two cohorts from
France and Canada as a function of the Sar1B gene mutations
which we have previously identified [9,17].

Materials and methods

Subjects

Sixteen patients, 8 girls and 8 boys were recruited from two
pediatric gastroenterology units: Hôpital Femme-Mère-Enfant,
Bron, France [7patients(3borninTurkey,2inAlgeriaand1inPortugal)]
and Sainte-Justine Hospital, Montreal, Canada [9 patients born in
Quebec]. These patients were seen for a malabsorption syndrome
associated with hypocholesterolemia and normal triglycerides. Ini-
tial data at diagnosis and follow-up information were obtained
from medical records. The workup included neurological and oph-
thalmic exams, blood work, ultrasound of the liver and of the heart,
bone densitometry, electromyogram, electroretinogram and visual
evoked potentials. Once the diagnosis was made, patients were
maintained on a low fat diet supplemented with fat-soluble vita-
mins. Vitamin E in both water and lipid-soluble form was given
at an average dose of 40 IU/kg/day to the Canadian and of 65 IU/
kg/day to the French patients. Sixteen healthy controls were age-
and sex-matched for each patient of the two groups. Informed con-
sent was obtained from the patients or their parents and permis-
sion to conduct the study was obtained from the Ethics
Committees of both institutions.

Clinical and laboratory studies

Anthropometry
Body weight was measured using an electronic scale. Body

length was measured twice in supine position until the age of
2 years and standing with a wall-mounted stadiometer thereafter.
The average value for each patient was recorded. The measures, ex-
pressed in Z score, were determined by employing the American
curves established by the Center for Disease Control (http://
www.cdc.gov/growth charts) for the Canadian cohort and the
French reference curves of Sempe and Pedron [18] for the French
group.

Fecal fat excretion
Steatorrhea defined as a 24 h fat excretion in excess of 3.5 and

5 g for infants and children respectively was measured by the Van
de Kamer method [19]. Stools were collected between two carmine
red markers consisting of 200 mg of powder dissolved in water gi-
ven 72 h apart. The coefficient of fat absorption was obtained at
diagnosis and at the time of the study in 6 of the 7 patients making
up the French cohort.

Lipid studies
Fasting venous blood samples were collected in EDTA tubes for

DNA molecular analysis and in a tube without any additive for
biochemical studies. Total cholesterol and triglycerides were
determined with available commercial kits (Roche� diagnostics).
Phospholipids were measured by the Bartlett method [20]. High-
density lipoprotein (HDL)-cholesterol was determined by direct
method on a Hitachi� 917 (Roche� diagnostics) for French pa-
tients and after precipitation of very-low and low-density lipopro-
teins with phosphotungstic acid for French-Canadian patients. Apo
A-I and apo B were measured by nephelometry (Array Protein
System; Beckman).

Fatty acids (FA) in whole plasma were assayed by an improved
method previously described [21]. Briefly, each sample to be ana-
lyzed was subjected to direct transesterification and then injected
into a gas chromatograph (model HP 5880; Hewlett-Packard, Rock-
ville, MD) using a 60-m fused silica capillary column coated with
SP 2331.

Plasma vitamins were measured as described previously [22]
using HPLC system equipped with a spherical 5 lm C18 octadesilsi-
lane Hypersil column (20 cm � 2.1 mm internal diameter; Hew-
lett-Packard).

Small bowel biopsies
Following a period of 10–12 h fasting, intestinal biopsy

specimens were obtained by upper gastrointestinal endoscopy
from the proximal duodenum, except for the two oldest pa-
tients (4-1 and 8-1) in whom biopsies were previously ob-
tained with a Carey capsule at the ligament of Treitz.
Frozen sections were stained with oil red-O for neutral fat.
Tissue was fixed in formalin for routine histology and electron
microscopy.

Bone densitometry
Bone densitometry of the lumbar spine was obtained by dual

energy X-ray absorptiometry (DXA; Lunar Prodigy, Madison, WI,
YSA). The results were compared with healthy age- and sex-
matched controls and expressed as Age-Egal Z-Score for L2-L4.
Osteopenia in children is defined as bone mineral density below
2 SD [23]. Only the French patients had Bone densitometry early
after diagnosis, but both groups had bone mineral density mea-
surements at the time of the study.

Neuro-ophtalmic workup
Each patient underwent an electromyogram following a com-

plete neurological examination. Similarly, electromyograms and
visual evoked potentials as well as electroretinograms were ob-
tained following ophthalmology consults during the course of the
follow-up.

Statistical analysis
All values are expressed as means ± SEM. Statistical differ-

ences were assessed by Student’s two-tailed t test. For com-
parison of growth Z scores, the non parametric Mann–
Whitney U test was used. P values < 0.05 were considered
significant.
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Results

Clinical features and anthropometry

As shown in Table 1, the two groups were comparable with re-
gard to age and gender but significant consanguinity was present
in the French group. No intra uterine growth retardation was
noted. Age at onset of symptoms did not differ. However, the delay
in diagnosis was considerably longer in the French cohort and the
period of follow-up was shorter. At the time of the workup leading
to the diagnosis, all patients had severe chronic diarrhea with fail-
ure to thrive while, at the time of the study, intolerance for fatty
foods manifested by diarrhea and flatulence were the only symp-
toms. The hypoalbuminemia observed in all but 3 patients at diag-
nosis was no longer present at the time of the study. On the other
hand, ALT levels >1.5 � N observed in 12 of the 16 subjects re-
mained abnormal in 4 of them. Although clinical hepatomegaly
was observed in only one patient at diagnosis, 3 had ultrasound
evidence of steatosis at follow-up.

Fig. 1 shows the impact of the disease on height and weight Z
scores overtime in the two cohorts. Even though the interval be-
tween onset and diagnosis was shorter, the weight Z scores were
more adversely affected in the Canadian cohort.

Steatorrhea

At the time of the follow-up, fat excretion from 72 h stool col-
lections, expressed in g/d, was abnormal (7.5 ± 3.6) despite a low
fat diet. Over time, the coefficient of fat absorption obtained in 6
of the 7 French patients did not change: at the time of diagnosis
it was (81.7 ± 5.7)% compared to (82.3 ± 5.6)% at the time of the
study.

Lipid, fatty acid and fat-soluble vitamin profiles

Lipid profiles at the time of the study are shown in Table 2.
Hypocholesterolemia in the presence of normal triglycerides was
a feature in all patients. The CRD patients had normal triglycerides,
and the marked hypocholesterolemia was coupled with a decrease
in phospholipids, when compared with healthy age- and sex-
matched controls recruited from Canada and France more so in
the former than in the latter. The low plasma cholesterol was lar-
gely accounted for by the decreased cholesterol content of both the
low-density lipoprotein (LDL) and HDL lipoprotein fractions.
Accordingly, the protein moieties of LDL and HDL, apos B and A-I,
respectively were decreased. Importantly, total cholesterol, LDL-
cholesterol and HDL-cholesterol were significantly lower
(P < 0.05) in the Canadian cohort and little change occurred over-
time in both cohorts (Supplementary data 1).

Plasma FA composition of the CRD patients displayed several
significant differences compared with those of the age- and sex-

matched control subjects (Table 3). Evidence of essential fatty acids
(EFA) deficiency was documented by a decrease of linoleic acid
(LA) in both groups. It was associated with an increase in the
20:3(n � 9)/20:4(n � 6) ratios, an index of EFA deficiency but only
in the Canadian patients. Both cohorts exhibited very-low levels of
vitamin E despite large oral doses (50 IU/kg) of that vitamin in lipid
or aqueous solution. There was little difference between the levels
observed in the Canadian (8.2 ± 2 lmol/l) versus the French
(10 ± 2.3 lmol/l cohort. Furthermore, there was no evidence of
ongoing deficiencies of vitamins A and D. The data tabulated also
show surprisingly high levels of DHA (22:6n � 3) and of the corre-
sponding DHA/AA (20:4n � 6) ratios particularly in the French co-
hort (Table 3).

Histological findings

Histological findings at the time of diagnosis demonstrated on
electronmicroscopy swollen enterocytes distended by numerous li-
pid droplets. Althougha few large dropletswere seen, the bulk of the
fat droplets gorging the cellswere small, uniform in size, andmost of
the time bound by membranes (Supplementary data 2). Clusters of
these CM-size lipid droplets were noted within vesicular structures
which could be part of the Golgi complex (Supplementary data 2). It
wasnoted thatdespite engorgementof enterocytesby lipiddroplets,
the intercellular spaceswere closely juxtaposed and containedno li-
pid droplets (Supplementary data 3).

Bone density findings

All the French patients had decreased bone density while only
one Canadian subject was affected. The mean bone densities re-
corded were significantly higher in the Canadian compared to the
French cohort (�0.25 ± 0.6 vs �2.46 ± 0.3, P = 0.007).

Neurological and ophthalmological changes

Four patients had mild electromyographic changes, character-
ized by a reduction of sensory nerve conduction velocity and de-

Table 1
Baseline characteristics, age at onset and diagnosis, and at the time of the study.

Canadian
cohort (n = 9)

French cohort
(n = 7)

P

Demographics
Age (year) 12 ± 2.5 11.3 ± 1.7 NS
Sex (female/male) 4/5 4/3
Consanguinity 1/9 6/7

Onset, diagnosis and follow-up
Age at onset of symptoms (month) 2.3 ± 0.7 1.4 ± 0.3 NS
Interval between age at onset of

symptoms and diagnosis (year)
1.3 ± 0.04 6.3 ± 1.3 0.01

Duration of follow-up (year)a 10.6 ± 2 4.9 ± 0.8 0.03

a The duration of follow-up corresponds to the time of the study.

Fig. 1. Anthropometric evolution from birth to the time of study for both cohorts. A
decrease in weight-for-age Z scores is noted in both cohorts at the time of diagnosis.
It is less pronounced in the French children (�X 6.3 ± 1.3 years) than in the Canadian
(�X 1.3 ± 0.04 years). Failure of catchup growth is clearly evident in the French
patients (�X 11.3 ± 1.7 years) compared to the Canadians (�X 12 ± 2.5 years).
*P < 0.003, **P < 0.002.
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creased sensory nerve action potential amplitudes suggestive of an
axonal and demyelinating sensory neuropathy in the lower
extremities, which was clinically manifested by areflexia in only
one French patient non compliant to vitamin E. At the time of
the study, abnormal visual evoked potentials characterized by
wave of higher amplitude and increased latencies, as well as
abnormal electroretinograms characterized by decreased waves
in scotopic indicative of an impairment of the function were ob-
served in 3 patients.

SAR1B Mutations and the phenotypic expression of the disease

By using DHPLC (Transgenomics Wave System) and DNA
sequencing, all exons of the Sar1B gene in the 16 CRD patients
were studied and previously described [17]. A total of 6 different
mutations, including 4 missense, 1 deletion and 1 splice were de-
tected. The mutations 409G>A and 537T>A were the most preva-
lent (6/11 and 4/11 per allele and per family). It is noteworthy
that mutations observed in the Canadian homozygotes differed
from those identified in the 7 French homozygotes. The French co-
hort included only ‘‘private” mutations (Table 4).

The next step in our study was to study whether specific Sar1B
gene mutations were associated with more severe manifestations
and biochemical phenotypes in the follow-up. The disease was
clearly more severe (P < 0.05) in terms of its impact on weight Z
scores during the interval between onset of symptoms and diagno-
sis in the 6 Canadian patients with the 409G>A variant than in the
10 others. The lipid profiles were more profoundly affected in the
Canadian subjects with the 409G>A mutation than in the Canadian
and French children with other mutations (total cholesterol:
1.23 ± 0.21 vs 2.11 ± 0.46 mmol/l, P < 0.001; HDL-C: 0.44 ± 0.07 vs

0.56 ± 0.1 mmol/l P < 0.02%; LDL-C: 0.52 ± 0.16 vs
1.21 ± 0.45 mmol/l P < 0.001; and apo B: 0.35 ± 0.01g/l vs
0.47 ± 0.15 P < 0.03, respectively). However, there are no other dif-
ferences between the mutations in term of phenotype expression.

Discussion

This study describes the phenotypic expression of CRD and its
evolution over time in two cohorts whose Sar1B gene mutations
have been previously described [9,17].

The initial description as Anderson’s Disease in 1961 [10] was
completed in 1986–1987 [11,13] by characterizing the lipid profile
abnormalities and identifying a defect in the export of CM-like li-
pid droplets as cause of the disease. This rare autosomic recessive
disease has now been described in about 40 patients, including the
16 which are the subject of the present study [10,11,13,24].
Although initially contested [10,13], the autosomal transmission
of CRD is established and confirmed by our two cohorts [17]. The
Canadian cohort was of French Canadian origin while the French
one was of Turkish, Algerian and Portuguese stock. In the latter,
6 out of 7 sets of parents were cousins while only one case of con-
sanguinity was present in the Canadian parents. The more homog-
enous French Canadian background may account for the fact that
only three mutations were identified and that 6 of 9 showed the
same 409G>A mutation of exon 6.

Initial symptoms became manifest during the first 2 months of
life. This is consistent with the observation that 95% of children re-
ported are symptomatic before age of 1 and the disease is defi-
nitely more severe in infants. This is borne out by the fact that it
had a more profound impact on weight Z scores in Canadian chil-
dren (1.5 ± 1 years) who were significantly (P < 0.01) younger at

Table 2
Lipid profiles in patients and controls at the time of the study.

Lipids Canadian cohort French cohort

Controls (n = 9) Patients (n = 9) Controls (n = 7) Patients (n = 7)

TG (mmol/L) 0.73 ± 0.21 0.76 ± 0.35 0.90 ± 0.50 0.73 ± 0.21
TC (mmol/L) 3.73 ± 0.80 1.49 ± 0.56c 3.64 ± 0.37 2.13 ± 0.40c,d

PL (mmol/L) 3.55 ± 0.19 1.21 ± 0.13c 3.44 ± 0.36 1.24 ± 0.15c

HDL-C (mmol/L) 1.07 ± 0.22 0.46 ± 0.08c 1.11 ± 0.24 0.57 ± 0.09c,d

LDL-C (mmol/L) 2.33 ± 0.64 0.69 ± 0.38c 2.11 ± 0.25 1.28 ± 0.42c,e

ApoA-I (g/L) 1.05 ± 0.19 0.56 ± 0.11c 1.09 ± 0.15 0.55 ± 0.05c

ApoB (g/L) 0.66 ± 0.18 0.40 ± 0.15a 0.62 ± 0.06 0.45 ± 0.10b

TG, triglycerides; TC, total cholesterol; CE, cholesteryl ester; PL, phospholipids; LDL-C, LDL-cholesterol; HDL-C, HDL-cholesterol.
a P = 0.004 patients versus controls.
b P = 0.002 patient versus control.
c P = 0.001 patients versus controls.
d P = 0.02 French patients versus Canadian patients.
e P = 0.01 French patients versus Canadian patients.

Table 3
Plasma fatty acid profiles in CRD patients and controls at the time of the study.

Fatty acids (%) Canadian cohort P French cohort P

Controls (n = 9) Patients (n = 9) Controls (n = 7) Patients (n = 7)

LA: C18:2(n � 6) 30.16 ± 2.59 11.23 ± 2.19 0.001 33.71 ± 2.87 15.32 ± 3.5 0.001
c-LA: C18:3(n � 6) 0.39 ± 0.14 0.48 ± 0.19 0.008 0.35 ± 0.17 0.48 ± 0.14 NS
AA: C20:4(n � 6) 5.2 ± 0.84 6.65 ± 1.58 0.03 5.14 ± 1.77 6.28 ± 1.97 NS
a-ALA C18:3(n � 3) 0.68 ± 0.24 0.38 ± 0.15 NS 0.89 ± 0.48 0.51 ± 0.23 NS
EPA C20:5(n � 3) 0.32 ± 0.13 0.31 ± 0.10 NS 0.27 ± 0.12 0.65 ± 0.38 0.04
DHA C22:6(n � 3) 0.93 ± 0.33 1.82 ± 0.73 0.007 0.96 ± 0.42 3.69 ± 1.67 0.004
PUFA/saturated 1.11 ± 0.10 0.56 ± 0.11 0.001 1.5 ± 0.84 0.57 ± 0.08 0.01
n � 6/n � 3 17.05 ± 2.92 8.9 ± 7.5 0.008 17.07 ± 3.24 4.92 ± 2.33 0.001
20:3(n � 9)/20:4(n � 6) 0.01 ± 0.005 0.04 ± 0.02 0.005 0.01 ± 0.004 0.01 ± 0.004 NS
DHA/AA 0.17 ± 0.05 0.26 ± 0.10 0.04 0.18 ± 0.04 0.64 ± 0.37 0.02
LA/ALA 48.1 ± 12.23 32.72 ± 14.01 0.03 45.38 ± 18.17 35.4 ± 16.43 NS

EPA, eicosapentaenoic acid; DHA, docosahexaenoic acid; AA, arachidonic acid; LA, linoleic acid; ALA, alpha-linolenic acid; PUFA, polyunsaturated fatty acid.
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diagnosis than the French subjects (6.4 ± 1.3 years). This delay was
likely due to lack of awareness for the disease and perhaps to poor
accessibility to a competent gastroenterology service. The tardy
initiation of a low fat diet with a high polyunsaturated fatty acids
(PUFA)/saturated fatty acids (SFA) ratio and of supplements of fat-
soluble vitamins A, D and E, the latter at dosages recommended for
abetalipoproteinemia [25] could account for the observations
showing that catchup growth in the French cohort was not as good
as in the Canadian patients. For the same reason, there was a more
severe decrease of bone mineral density in the French patients.

At the time of the previous description of CRD in others Cana-
dian and French patients [11–13], ultrastructural differences had
been noted between the two groups. The distinct morphology
was the subject of a debate [26] suggesting that perhaps the French
patients suffered from a disease affecting the formation of CM
rather than their secretion. The present study has not substanti-
ated that possibility because in both groups most of the lipid vac-
uoles are membrane-bound and well individualized CM-size
structures are detected in vesicular structures which could be part
of the Golgi apparatus. Furthermore, a recent study on the glyco-
sylation of apo B-48 has shown that in contrast to abetalipopro-
teinemia, CRD is situated somewhere between the Golgi and the
basolateral membrane [27]. The cytosolic COP II machinery
responsible for the transport of cargo molecules, such as CM from
the ER to the cell surface, requires Sar1B [28].

In view of the low levels of vitamin E unresponsive to large sup-
plements, special attention was given to the neuro-ophtalmic sta-
tus and its evolution over time. Although no decrease of muscle
strength was observed, electromyographic abnormalities were
common but disappeared except in four at the time of the study.
Similarly, diminished osteotendinous reflexes were common but
areflexia associated with proprioceptive abnormalities was ob-
served in only one patient who was no compliant to vitamin E.
Ophthalmological manifestations of vitamin A and E deficiency
were limited to electrophysiological anomalies detected by elect-
roretinograms and evoked potentials. Common at the time of diag-
nosis, they proved largely reversible with treatment.

Even though mutation 409G>A is associated with a more severe
biological phenotype (ie lower total cholesterol levels), not only in
patients with mutation 409G>A but also in their parents
(3.97 mmol/l) compared to the parents (5.06 mmol/l) of the chil-
dren with other mutations, a plausible genotype–phenotype corre-
lation is unlikely.

The predicted consequence of the 409G>A mutation is the loss
of a hydrogen-bond in guanine resulting in disruption of the bind-
ing site, which has unlikely affected the protein function more se-
verely than other mutations of the same type (i.e., missense

mutations) [17]. Furthermore, this mutation is a missense muta-
tion whose effect on the protein is supposed to be less deleterious
than the ones involving stop codons or deletions as found in the
other patients. In fact, the clinical phenotype data (i.e., growth,
neurological impairment, hepatic steatosis) in these later patients
are not significantly different from the corresponding data ob-
served in non sense mutations. Even though, the 409G>A allele
identified in 6 of 9 Canadian patients was associated with a more
negative impact on growth in terms of weight during the short
interval between onset of the disease and diagnosis. Over the long
term, Canadian patients exhibited better catchup growth and bone
mineral density than the French. In addition, the same missense
mutation is associated with different severity of complications. Fi-
nally, lipid profiles differed between families with the same muta-
tion (families IV and VI) and even among the same family (families
IV and VIII).

The complexity of the system involving Sar1B in cellular traf-
ficking provides large opportunities for the influence of modifier
genes on function and, therefore, on patient’s phenotype [29]. In-
deed, multiple mechanisms, including lipid digestion, protein
phosphorylation and procollagen synthesis, for example, may reg-
ulate the transport of CM through the secretory pathways of mam-
malian cells [30,31].

Clinically, only one case in family I had a neurological handicap
(areflexia) and only one in family VII suffered from hepatomegaly.
This lack of genotype–phenotype correlation in CRD, a single gene
disorder (Sar1 GTPase gene), could be explained by modifier genes
susceptible to convert ‘‘simple” Mendelian disorders to complex
phenotypes [29]. Modifier genes in the form of transcriptional fac-
tors might play an important role in the ER to Golgi COPII depen-
dant transport. Other genes responsible for absorption, assembly,
transport and metabolism of cholesterol may also be involved. As
COP II transport decreases secondary to the acute depletion of cel-
lular cholesterol concentration [32], other modifier genes affecting
cholesterol homeostasis might be involved in our patients [32].

Hepatic steatosis is a well known complication of hypobetalip-
oproteinemia. It is known that the Sar1B protein is essential not
only in the intestine but also in the liver. It has been shown that
apo B-100 exits from the ER in the COPII vesicles which use the
Sar1 for their budding and fusion with the Golgi [33]. In that con-
text, it is surprising that only 3 patients had echographic evidence
of steatosis. One would have expected more severe liver involve-
ment in the patients with more severe mutations which is not
the case. Then, mutations and polymorphisms of other proteins
contributing to the metabolism or transport of lipids in the liver
(Sar1A protein which share high homology with Sar1B protein, L-
FABP, MTP, or VAMP7) might affect the functionality of this net-

Table 4
Genotype of the 16 patients from the 2 cohorts.

Family Origin Sex Variant Amino acid change Status

I 1 Turkish Male c.364 G>T p.Glu122X Homozygous
I 2 Female c.364 G>T p.Glu122X Homozygous
I 3 Female c.364 G>T p.Glu122X Homozygous
I 4 Male c.364 G>T p.Glu122X Homozygous
II 1 Algerian Female c.1-4482_58 + 1406del5946 ins15pb p.Met1_His43del Homozygous
II 2 Male c.1-4482_58 + 1406del5946 ins15pb p.Met1_His43del Homozygous
III 1 Portuguese Female c.554 G>T p.Gly185Val Homozygous
IV 1 French Canadian Male c.409 G>A p.Asp137Asn Homozygous
IV 2 Male c.409 G>A p.Asp137Asn Homozygous
V 1 French Canadian Male c.409 G>A + del 83-84 TG p.Asp137Asn Homozygous
VI 1 French Canadian Female c.409 G>A p.Asp137Asn Homozygous
VII 1 French Canadian Female c.[409G>A] + c.[537T>A] p.[Asp137Asn] + p.[Ser179Arg] Compound heterozygous
VII 2 Male c.[409G>A] + c.[537T>A] p.[Asp137Asn] + p.[Ser179Arg] Compound heterozygous
VIII 1 French Canadian Female c.537T>A p.Ser179Arg Homozygous
IX 1 French Canadian Male c.537T>A p.Ser179Arg Homozygous
IX 2 Female c.537T>A p.Ser179Arg Homozygous
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work and explain heterogeneity of phenotype between patients
and the impossibility to predict the prognosis of CRD despite
knowledge of the mutant alleles such as described in other dis-
eases [29,34].

Biologically, as very-low density lipoproteins and CM are
responsible for the transport of vitamin E, one would have ex-
pected lower vitamin E levels at diagnosis in patients with the low-
est levels of cholesterol (ie mutation 409G>A), thereby making
them more at risk for progressive neurological complications. For-
tunately, this was not the case even though vitamin E levels re-
mained very-low whether given in lipid- or water-soluble form.
This discrepancy indicates that lower hypocholesterolemia associ-
ated with the mutation 409G>A is not only the consequence of a
more severe intestinal lipid malabsorption, but suggests concur-
rent partial defects in more than one pathway, or at different steps
in the same metabolic pathway such as previously published [35].

Decreases in LA observed in both cohorts associated with high
20:3(n � 9)/20:4(n � 6) ratios constitute evidence of EFA defi-
ciency. This finding was expected in the context of the absorptive
defect associated with the disease. However, the high levels of
EPA, DHA and of the DHA/AA constitute a surprising finding. To
our knowledge, there is no information on the role of Sar1B gene
on FAmetabolism. It is of interest to note that decrease in fatty acid
binding protein (FABP), particularly in the liver of patients with
CRD [36] in the presence of intact FABP genes [12], have been re-
ported. Furthermore, on the basis of binding affinities, liver FABP
does not appear to account for differences in the predominant
products formed by the n-3 and n-6 PUFA metabolic pathways
[37]. The fact that DHA levels are high in CRD is reassuring as this
very long chain FA is essential for brain and retinal development
and function [38].

In conclusion, screening of lipid profiles in particular of total
cholesterol, LDL-C and vitamin E should be carried out in all infants
with chronic diarrhea and failure to thrive. Sequencing of the Sar1B
gene can establish the diagnosis, but further studies will be neces-
sary to examine the functionality of the mutated proteins thereby
providing further insights into this disease as well as on the normal
pathway for the export of CM.
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Abstract

Familial hypocholesterolemia, namely abetalipoproteinemia, hypobetalipoproteinemia and chylomicron retention
disease (CRD), are rare genetic diseases that cause malnutrition, failure to thrive, growth failure and vitamin E
deficiency, as well as other complications. Recently, the gene implicated in CRD was identified. The diagnosis is
often delayed because symptoms are nonspecific. Treatment and follow-up remain poorly defined.
The aim of this paper is to provide guidelines for the diagnosis, treatment and follow-up of children with CRD
based on a literature overview and two pediatric centers ‘experience.
The diagnosis is based on a history of chronic diarrhea with fat malabsorption and abnormal lipid profile. Upper endo-
scopy and histology reveal fat-laden enterocytes whereas vitamin E deficiency is invariably present. Creatine kinase (CK)
is usually elevated and hepatic steatosis is common. Genotyping identifies the Sar1b gene mutation.
Treatment should be aimed at preventing potential complications. Vomiting, diarrhea and abdominal distension
improve on a low-long chain fat diet. Failure to thrive is one of the most common initial clinical findings.
Neurological and ophthalmologic complications in CRD are less severe than in other types of familial
hypocholesterolemia. However, the vitamin E deficiency status plays a pivotal role in preventing neurological
complications. Essential fatty acid (EFA) deficiency is especially severe early in life. Recently, increased CK levels and
cardiomyopathy have been described in addition to muscular manifestations. Poor mineralization and delayed
bone maturation do occur. A moderate degree of macrovesicular steatosis is common, but no cases of
steatohepatitis cirrhosis.
Besides a low-long chain fat diet made up uniquely of polyunsaturated fatty acids, treatment includes fat-soluble
vitamin supplements and large amounts of vitamin E. Despite fat malabsorption and the absence of postprandial
chylomicrons, the oral route can prevent neurological complications even though serum levels of vitamin E remain
chronically low. Dietary counseling is needed not only to monitor fat intake and improve symptoms, but also to
maintain sufficient caloric and EFA intake.
Despite a better understanding of the pathogenesis of CRD, the diagnosis and management of the disease remain
a challenge for clinicians. The clinical guidelines proposed will helpfully lead to an earlier diagnosis and the
prevention of complications.
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Background
Chylomicrons, the principal carriers of dietary lipids, are
triglyceride (TG)-rich lipoproteins secreted exclusively
from the enterocyte. These large lipoproteins (700 to
6000 Å) contain a single molecule of apolipoprotein
(apo) B-48, which is essential for chylomicron structure
cohesion [1,2]. Apo B-100 is found within very-low-den-
sity lipoproteins (VLDL) secreted by the liver and in low-
density lipoprotein (LDL), a catabolic product of VLDL.
Many genetic diseases are responsible for alterations

in apo B synthesis, metabolism or secretion abnormal-
ities, causing intestinal fat malabsorption with growth
retardation and neuro-ophtalmological complications.
Over the last 20 years, genetic abnormalities have been
identified for three main disorders classified as familial
hypocholesterolemia: hypobetalipoproteinemia (HBL),

abetalipoproteinemia (ABL) and chylomicron retention
disease (CRD). Figure 1 illustrates the characteristic lipid
screening profiles and oral responses to a fat load test in
patients and their parents with these disorders.
HBL is due to a mutation in the apo B gene on chro-

mosome 2 leading to a shorter apo B molecule (truncated
apo B) [3]. The clinical phenotype of this autosomal
dominant hypocholesterolemia (Figure 1) is variable, as
homozygous patients are indistinguishable from ABL,
while heterozygotes show only a very mild phenotype [4].
The genetic abnormality leading to ABL was identified

in 1992 [5] and is due to the mutation of the microso-
mal triglyceride transfer protein gene on chromosome 4
[5-7]. This mutation leads to premature degradation of
nascent apo B and then to a drastic decrease in apo
B-containing lipoproteins.

Figure 1 Etiology of familial hypocholesterolemia in childhood depending on lipid profile. ABL, abetalipoproteinemia; AD, autosomal
dominant; AR, autosomal recessive; apo AI, apolipoprotein A1; apo B; apolipoprotein B; HDL, high-density lipoprotein; HBL,
hypobetalipoproteinemia; LCAT, lecithin cholesterol acyltransferase; LDL, low-density lipoprotein; MTP, microsomal triglyceride transfer protein;
N, normal; 0, nul; PL, phospholipids; TC, total cholesterol; CRD, chylomicron retention disease; TG, triglyceride; ↓, few decrease; ↓↓, significant
decrease; ↓↓↓, intense decrease.
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Recently, the SAR1B gene was identified as responsible
for CRD or Anderson’s disease (MIM #607689) [8]. The
SAR1B gene encodes the Sar1b protein, which is
involved in chylomicron transport from the endoplasmic
reticulum (ER) to the Golgi apparatus [9,10]. In fact,
Sar1-GTP forms a coating protein complex (COPII)
with two heterodimers Sec23/24 and Sec 13/31, which
initiates budding and captures cargo to eject vesicles
from the ER to the Golgi apparatus. When Sar1b is
muted, the pre-chylomicron transport vesicle delivered
by the ER cannot fuse with the Golgi apparatus, which
then induces an accumulation of pre-chylomicron trans-
port vesicles in the cytoplasm of the enterocytes [11-14].
Genotyping has revealed that Anderson’s and CRD are
in fact the same disease [8]. Recently, we described
three new mutations in addition to the eight original
genetic defects and a few others have been reported
[8,11,15,16]. These studies have greatly contributed to a
better understanding of CRD for the clinicians who
often experience difficulties with the diagnosis and man-
agement of CRD patients. First, the diagnosis is often
delayed because symptoms are nonspecific (diarrhea,
abdominal distension, vomiting, and failure to thrive)
and hypocholesterolemia may be attributed to malnutri-
tion secondary to chronic diarrhea. Secondly, follow-up
and treatment are poorly defined for many reasons. The
similarity with other types of familial hypocholesterole-
mias may lead to a wrong diagnosis unless molecular
testing is performed. Furthermore, CRD is rare: only
~ 40 cases and two small cohorts with seven and eight
patients each have been described [17-29]. Very long-
term follow-up into adulthood is poorly documented.
However, a few authors report some adult cases with
serious neurological impairment, albeit less severe than
in patients with homozygous ABL or HBL [20,21,27-29].
Finally, to our knowledge, there are no specific recom-
mendations for CRD follow-up or treatment. For the
most part, therapeutic suggestions have been elaborated
based on recommendations for ABL or symptomatic
HBL patients. As the pathogenesis of these diseases dif-
fers, their manifestations and complications lead to
poorer outcomes.
The aim of this paper is to provide an overview of the

disease, comment on recent findings obtained from a
cohort of 16 patients in whom a molecular diagnosis
was made and for whom a median follow-up of five and
ten years was available for the Montreal and Lyon
cohorts, and make recommendations for the diagnosis
and treatment respectively [30].

CRD Diagnosis
CRD diagnosis can be confused with other genetic
hypocholesterolemias characterized by decreased LDL-
cholesterol (LDL-C), such as ABL or homozygous HBL,

or with acquired disorders associated with low high-
density lipoprotein-cholesterol (HDL)-C. Figure 1 sum-
marizes the differences in familial hypocholesterolemia
with low LDL-C. The major clinical and biological man-
ifestations as well as complications are summarized in
Table 1 and steps to diagnose CRD are presented in
Table 2.

Clinical Signs
In CRD, consanguinity is frequent but there is usually
no noted intrauterine growth retardation. Digestive
symptoms are most prominent at the beginning of life.
Nonspecific malabsorptive diarrhea is constant and
begins in infants shortly after birth. Other digestive
symptoms, such as vomiting or abdominal swelling, are
often present. They get better within a few days or
weeks with a low-fat diet. The long-term evolution of
digestive symptoms is variable. The intensity of symp-
toms decreased over time independent of the level of fat
in the diet in some previously reported patients [22].
However, our data do not support the hypothesis of
intestinal adaptation during CRD. Even though our
patients’ gastrointestinal symptoms improved on a low-
fat diet, diarrhea began again when fat was reintroduced,
even in adult patients. Furthermore, there was no
improvement in steatorrhea after an average of five
years of follow-up [30].
Hepatomegaly is reported to occur in about 20% of

CRD patients. Hepatic steatosis is a well known compli-
cation of HBL. However, in CRD, at ultrasonography
hepatomegaly and steatosis were detected in a few cases.
A moderate degree of macrovesicular steatosis was pre-
viously reported [22,27], but, to our knowledge, no case
of cirrhosis has been reported in CRD, in contrast to
ABL and HBL [31-33]. Interestingly, during follow-up,
we did not find any correlation between the level of
hepatic enzymes and steatosis or hepatomegaly. Serolo-
gical testing alone is therefore insufficient to detect
hepatic morphological problems.
Neurological, muscular or ophthalmic manifestations

may raise an alarm in those older patients with a
delayed diagnosis as poor compliance to treatment.
The neurological abnormalities described in CRD

children are: areflexia at ten and 13 years in a French
publication and 13 and 18 years in Strich’s publication;
areflexia combined with proprioceptive abnormalities
at ten and seven years in a Canadian study [21,27,29].
Furthermore, more severe neurological degeneration,
such as ataxia, myopathy and sensory neuropathy, has
been reported in CRD adults 21 and 55 years old
[20,28]. The mean age in the literature of children
with clinical neurological manifestations is 12 years,
which is significantly older than that for asymptomatic
patients (four years). In our cohort, 4/16 patients had
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Table 1 Clinical and Biological Expressions of Chylomicron Retention Disease in Studies with Genotyping

Clinical signs Age at onset of
symptoms

Transient or permanent
symptoms

Prevalence in
childhood

Power of
discrimination

Anthropometry

Failure to thrive Infancy (1 to 6 m) transient if low LCFA diet 80% +

Gastrointestinal symptoms and signs

Diarrhea Infancy (1 to 6 m) transient if low LCFA diet 100% +

Vomiting Infancy (1 to 6 m) transient if low LCFA diet 60% +

Abdominal distension Infancy (1 to 6 m) transient if low LCFA diet 65% +

Hepatomegaly, Steatosis Infancy or late childhood transit or permanent 15%

Neurology

Retinopathy Adult permanent 100% +++

Visual abnormalities Late childhood or adult (6
to 10 y)

transient if early treatment 30% +

Hypo or Areflexia Late childhood or adult (4
to 10 y)

permanent 5% +

Myopathy Adult permanent 0% +

EMG abnormalities Late childhood or adult (4
to 10 y)

transient if early treatment 25% +

Decreased proprioception Late childhood or adult (4
to 10 y)

transient if early treatment 0% +

Cardiomyopathy/Biological signs Adult permanent? 0% +

Normal TG§ Infancy (1 to 6 m) transit or permanent 90% +++

Low Total cholesterol§§ Infancy (1 to 6 m) permanent 100% moderate decrease
++

Low LDL† Infancy (1 to 6 m) permanent 100% moderate decrease
++

Low HDL†† Infancy (1 to 6 m) permanent 100% +++

Normal Fasting lipids in parents 100% +

High CK (N < 100 mmol/L) Infancy (1 to 6 m) - (460 ±
100)

permanent 60% +++

Hepatic cytolysis (ALT < 40 mmol/L) Infancy to late childhood -
(60 ± 20)

transient or permanent 95% +

Vitamin E deficiency (N > 18.4 μmol/L) Infancy (1 to 6 m) - (2.7 ±
0.3)

permanent 95% +

Vitamin A deficiency (N > 1.61 μmol/L) Infancy (1 to 6 m) - (0.8 ±
0.5)

transit if supplementation 70% +

Vitamin D deficiency (N > 50 nmol/L) Infancy (1 to 6 m) - (31 ±
17)

transit if supplementation 45% +

Vitamin K deficiency (N > 2.26 mmol/L) Infancy (1 to 6 m) - (1.15 ±
0.6)

transit if supplementation 45% +

Steatorrhea (N < 5 g/d) Infancy (1 to 6 m) - (7.5 ±
3.6)

transit or permanent 85% +

Negative Oral Fat Load Infancy (1 to 6 m) Permanent ? 100% +

No acantocytosis Infancy (1 to 6 m) transit or permanent 90% +++

EFA deficiency* (20:3n-9/20:4n-6) Infancy to late childhood permanent but variations 55% +

Endoscopic and histological signs

White duodenal mucosa Infancy (1 to 6 m) permanent? Fat load
dependent

100% ++

Enterocyte vacuolization, chylomicron-like Infancy (1 to 6 m) permanent? Fat load
dependent

100% ++

+: no; ++: few; +++: highly discriminative; N: normal.
§ X value (mmol/L) is the same in CRD as in controls (0.73).
§§ X value (mmol/L) is decreased by 60% in CRD (1.49 ± 0.56) vs controls (3.73 ± 0.80).
† X value (mmol/L) is decreased by 75% in CRD (0.69 ± 0.38) vs controls (2.33 ± 0.64).
†† X value (mmol/L) is decreased by 5% in CRD (0.46 ± 0.08) vs controls (1.07 ± 0.22).

*X ratio in CRD is 0.04 ± 0.02 and 0.01 ± 0.005 in controls.

Peretti et al. Orphanet Journal of Rare Diseases 2010, 5:24
http://www.ojrd.com/content/5/1/24

Page 4 of 13



electromyographic abnormalities (electromyography
with a reduction in sensory nerve conduction velocity
and decreased sensory nerve action potential ampli-
tudes). The youngest was 6.5 years old and only one
had areflexia as early as age 11. Vitamin E status plays
a pivotal role in neurological degenerative complica-
tions [34,35]. In our study, it is relevant to note that
the patients with the more pronounced abnormalities
had also the lowest vitamin E levels at diagnosis.
Muscular pain and cramps are rare, but classical com-

plaints have been reported by patients. Recently, cardio-
myopathy with a decrease in ejection fraction to 40%
(normal > 60%) has been described in adults with CRD
[15], but its prevalence is unknown. In our cohort, all
patients had normal echocardiography, and no signs of
cardiomyopathy were found before 23.5 years of age.
Muscle histology did not reveal significant lipid accumu-
lation or necrosis, but rather only mild and nonspecific
abnormalities: a mild increase in lipid content, focal dis-
organization of the Z line with the loss of a few Z lines

in specific regions of the muscle specimen (personal
data), and a variation in muscle fiber diameter with
numerous lobulated fibers [15].
With regard to ophthalmic complications, minimal

visual abnormalities were previously been reported:
micronystagmus, mild deficit in the perception of the
blue-yellow axis, and delayed dark adaptation [27]. In
our populations, ophthalmic complications were mild,
evidenced only through functional testing (abnormal
visual evoked potentials characterized by waves of
higher amplitude and increased latencies, as well as
abnormal scotopic electroretinograms). In conclusion, in
children, the absence of severe neurologic impairment
and retinopathy is compatible with a diagnosis of CRD.
Poor mineralization and delayed bone maturation have

previously been observed in CRD [21], probably as a
consequence of malabsorption, malnutrition and vitamin
D deficiency.
Interestingly, Sar1b GTPase is expressed not only in

the intestine but also in the liver, muscle and brain. The

Table 2 Chylomicron Retention Disease Diagnosis

Clinical

Anthropometry Constant but unspecific failure to thrive in early infancy (1-6 months)

Digestive Chronic malabsorptive diarrhea in early infancy, frequent vomiting and abdominal distension in early infancy

Neurology Areflexia, ↓ deep proprioception, and ataxia are uncommon during childhood and there is no retinopathy

Biological (Fasting State)

Lipids In patients with a suggestive profile:

↓ HDL and Nal TG are the most discriminative specificities of CRD.

↓↓ Total cholesterol and ↓↓ LDL: intensity of decrease only around 50% normal values

Neuromuscular ↑ (1.5-4N) CK discriminative but inconstant abnormalities for CRD

Blood Cell Count Absence of acanthocytosis in infancy is more frequent in CRD than in AB or HB

Hepatic Frequent and early but not specific ↑ (1.5-3N) AST and/or ALT, with normal GGT, bilirubin and alkaline phosphatase

Liposoluble vitamins Unspecific decrease ↓↓↓ E is the most severe and only permanent vitamin deficiency even with supplementation, ↓↓ A, ↓ -
Nal D, ↓ - Nal K

Coagulation ↓ - Nal INR. Decreased INR if there is vitamin K deficiency

Plasma fatty acid Abnormal profile, omega 6 linoleic acid deficiency, normal omega 3

Fasting lipids in
parents

Nal

Oral Fat Load

TGs are normal at baseline but do not increase postprandially and lack of change in low HDL after fat load

Upper Endoscopy (fasting state or after enriched fat diet for 3 days)

Unspecific white duodenal mucosa

Optic microscopy Villi are normal but the enterocytes are grossly distended by lipid droplets

Electron microscopy Chylomicron-like aggregates, membrane bound?

Genotyping

Mutations in SAR1B, Chromosome 5

Summary

1) Chronic diarrhea in young infants (< 6 Mo). Normal TG with decreased total cholesterol, LDL-C and HDL-C

2) Failure to thrive

3) White duodenal mucosa at endoscopy® genetic hypocholesterolemia?

4) Genetic mutation of SAR1B ® CRD confirmed

ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; GGT, gamma-glutamyltranspeptidase; HDL-C, high-density lipoprotein-cholesterol; LDL-C, low-
density lipoprotein-cholesterol; TG, triglycerides; INR, international normalized ratio; Nal, Normal.
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same mutation may be involved in different tissue-speci-
fic failures, for example, hepatocyte transport of nascent
VLDL from the RE to the Golgi thanks to a Sar1b-
dependant mechanism [36]. We can hypothesize that
this dysregulation may be involved in the hepatic steato-
sis described in CRD. Furthermore, the myocardium has
been shown to express the Sar1b gene and secrete apo
B lipoproteins [37,38]. This suggests that the recent
description of cardiomyopathy in CRD may be related
to the tissue-specific expression of abnormal Sar1b pro-
tein. Finally, mild musculoskeletal and neurological
abnormalities could also be related to impaired Sar1b in
various systems [7,11].

Biological Signs
Hypocholesterolemia associated with chronic diarrhea is
common and nonspecific. However, CRD may be sus-
pected with a particular lipid profile. First, the more than
50% decrease in total cholesterol (1.49 ± 0.56 in CRD vs
3.73 ± 0.80 mmol/L in control patients), LDL-C (0.69 ±
0.38 in CRD vs 2.33 ± 0.64 mmol/L in control patients)
and HDL-C (0.46 ± 0.08 in CRD vs 1.07 ± 0.22 mmol/L in
control patients) in the presence of normal triglycerides
(TG) (0.73 mmol/L) is almost pathognomonic [30,39]. In
contrast, both AB and homozygous HB have hardly any
measurable TGs much lower total cholesterol levels and
no LDL-C. Interestingly, in CRD, the intense hypocholes-
terolemia is not associated with consequences as severe as
in the AB or HB homozygotes. First, the dyslipidemia is
much less severe than in AB and HB. Secondly, in CRD,
the chylomicrons are not secreted in the classic COP II
way, but are built into the RE. Intestinal biopsies show
chylomicron-like particles in membrane-bound compart-
ments, reminiscent of the vesiculated channels of the
smooth ER and in big membrane-bound compartments
[19]. We can, therefore, presume that some fat is trans-
ported via LDL particles throughout the day and hardly
detectable during the 5-hour fat loading test. However, at
the puncture, no data support this possibility.
CRD and AB are recessive autosomal diseases, unlike

HB which is a dominant form of hypocholesterolemia.
Therefore, parental lipid screening may clarify the diag-
nosis. The absence of hypocholesterolemia in the two
parents favors CRD.
Interestingly, the measurement of creatine kinase (CK)

may orient towards the diagnosis. Recently and for the
first time, muscular abnormalities have been described in
CRD patients [15]. In our cohort, CK levels were elevated
(5 × N) in all patients in whom the measurement was
made at diagnosis, except one. The highest level (10 × N)
was found in a patient who had the most severe level of
neurological impairment (areflexia and abnormal electro-
myography). However, the CK level does not always corre-
late well with the severity of the neurological impairment.

In conclusion, an elevated level of CK in a patient with
hypocholesterolemia can suggest CRD.
Acanthocytes can be seen in advanced liver disease,

rare vitamin E genetic deficiency or neurodegenerative
syndromes (McLeod), AB, or homozygous HB. In CRD,
acanthocytosis is rare, and sometimes transient. It is
dependent on the vitamin E level which is a key to red
cell membrane integrity. Therefore, the presence of
acanthocytosis is hardly compatible with CRD.
As previously mentioned, hepatic abnormalities may

be present. Nonspecific hepatic cytolysis is very fre-
quent, but moderate, (1.5-3 × N), and poorly correlates
with steatosis and/or hepatomegaly.
Malabsorption of fat leads to deficiency of fat soluble

vitamins and essential fatty acid (EFA). Steatorrhea at
the time of diagnosis (usually a few months after the
onset of the first symptoms) is invariably present and
depends on the quantity of fat ingested. With a low-fat
regimen, steatorrhea may be falsely negative. The calcu-
lation of % fat absorption on a normal fat diet is a key
diagnostic test in all patients suspected of CRD.
Fat malabsorption alters fat-soluble vitamins in vari-

able ways. Vitamin E is the most affected among the
liposoluble vitamins in CRD, because its transport is
highly dependent on apo B-containing lipoproteins [40].
Vitamin E deficiency is constant at diagnosis in young
children. In CRD, the decrease is drastic and most of
the time permanent, even with vitamin E supplementa-
tion. Vitamin A is often decreased, but easily corrected
with oral supplementation. Finally, vitamin D or K
insufficiency detected in half the patients can also be
corrected with supplements.
Fat malabsorption also affects the EFA profile. At

diagnosis, our CRD patients had abnormal plasma fatty
acid profiles, as evidenced by n-6 deficiency (linoleic
acid; C18:2n-6) and, surprisingly, normal omega-3 levels.
In addition, EFA deficiency manifested by a high 20:3n-
9/20:4n-6 ratio, (0.04 ± 0.02 in CRD vs 0.01 ± 0.005 in
control patients); normal value <0.02 was observed in
the Canadian cohort [30].
The oral fat loading test helps evaluate intestinal fat

absorption. Patients fast for 12 h and ingest 50 g of fat
per 1.73 m2 surface area (flavored commercial cream).
Plasma lipids are measured at 2, 3 and 5 h following the
fat meal. All patients with CRD do not respond to an oral
fat loading test: TGs are normal or slightly decreased at
baseline and do not increase at 3 and 5 h while low
HDL-C stays low and no chylomicrons are identified.
However, this test does not discriminate CRD from the
other genetic disorders with hypocholesterolemia.

Endoscopy and Histology
Upper endoscopy reveals a white duodenal mucosa with
normal esophageal and normal gastric mucosa (Figure 2).
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Figure 2 Endoscopy of a CRD patient. Upper endoscopy reveals a white duodenal mucosa in CRD (Panel A) compared with normal subjects
(Panel B).

Figure 3 Histology of a jejunal biopsy from a CRD patient. Panel A: photomicrograph of hematoxylin-eosin staining showing vacuolization of
enterocytes and well preserved villous structure. The distribution of vacuolization, which corresponds to lipid droplets, is heterogeneous: fat filled
enterocytes (black arrow) in the upper part of the villus are associated with normal enterocytes in the crypts (white arrow) (×20). Panel B: Higher
magnification (×100) of the same patient’s biopsy. Panel C: Electronic microscopy. The pictures show the apical pole of the enterocytes exhibiting
well-preserved microvilli (black arrow), numerous chylomicrons (CM) and fat droplets of homogenous size gorging the cytoplasm (Cy). The
intercellular membranes demonstrate a complete juxtaposition of intercellular membranes where lipid particles are absent (white arrow) (×4000).
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To increase endoscopic sensitivity, a TG-rich diet is
begun three days before the exam to improve the fat
loading of enterocytes.
Histology shows multi-vacuolated enterocytes in

intestinal villi of normal architecture (Figure 3). How-
ever, some patients demonstrate mild atrophic villi [21],
which may be confused with celiac disease if lipid
vacuoles are not identified. Furthermore, in the same
patient, villi are affected to a variable extent and, among
different patients, the percent of lipid-laden villi and the
region of affected villi can vary substantially [19]. In
most cases, the vacuolization is seen only in the upper
one-third of the villi.

Genetics
Finally, identification of the SAR1B gene mutation
confirms the diagnosis. Since the discovery of SAR1B
as the gene that causes CRD [8], 14 different mutations
in about 30 patients have been described (Figure 4)
[8,11,16,41]. Only two families have had frame shift
mutations that cause CRD. Until now, missense
mutations have represented the majority of SAR1B
mutations. We previously reported the absence of a cor-
relation in genotype-phenotype in a cohort of 16
patients with CRD [30] and Charcosset et al. analyzed

the putative consequences of different mutations includ-
ing frame shift and missense mutations in CRD. Trun-
cating variants would be expected to induce more
severe phenotypes than just missense variants. However,
the most deleterious mutation of lipid levels or growth
reported in our cohort was a missense mutation
(409G > A) [30]. Furthermore, the variation in clinical
expression with the same mutation in different families
[11] and even in the same family with the very surpris-
ing asymptomatic homozygote CRD mother, described
by Cefalu et al [41], suggests that modifier genes may
modulate the transport of the COP II vesicles and that
CRD expression is more complex than a simple autoso-
mal recessive disorder.

CRD Management
Follow-up should be directed toward monitoring nutri-
tion and growth, compliance to treatment and the
presence of complications involving the liver, the neuro-
muscular system including the retina as well as bone
health. Table 3 proposes a long term management pro-
gram proposed for patients with CRD.
Growth is a pediatric-specific goal in patients with

malabsorption syndromes. With early diagnosis and
treatment, catch-up growth can be expected. However,

Figure 4 Mutations of SAR1B gene as described in the literature. Encoding exons are in grey colour. The nomenclature used is the same as
that reported by Jones et al. [8] Sequences of SAR1B gene (NC_000005, gi: 51511721) and mRNA (NM_016103, gi: 38176155) are available on
GenBanck (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Only predicted consequences of mutations are presented; mutations from 5’ to 3’ are: c.1-4482_58 +
1406del5946ins15pb, c.32G > A, c.83-84 delTG, c.109G > A, c.224A > G, c.349-1G > C, c.364G > T, c.409G > A, c.499G > T, c.536G > T, c.537T > A,
c.542T > C, c.554G > T, c.555-558dupTTAC.
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seven of our patients with a delayed diagnosis did not
even reach the 20th percentile of their predicted growth
potential of the 40th percentile. Tracking the growth
curve is essential in the follow-up of CRD children.
Annual evaluation is appropriate.
The evolution of hepatic cytolysis seems favorable. How-

ever, the lack of very long-term data means that patients
should be followed carefully. Therefore, measurement of
hepatic transaminase levels and ultrasonography should
both be carried out. An evaluation every three years after
the age of ten seems a reasonable frequency for these non-
invasive low-cost exams. Liver stiffness measured by elas-
tometry (Fibroscan) could be a useful tool to detect early
fibrosis, but this proposal needs further evaluation.
Neurological, muscular and ophthalmologic complica-

tions in CRD are less severe than in ABL or homozygous
HBL, but may occur during infancy and require rigorous
follow-up and compliance with vitamin treatments. The
lack of data on long-term outcome in treated patients with
CRD means that rigorous follow-up is required. Although
high CK levels may indicate severe muscular impairment,
they are inadequate to evaluate neuromuscular progres-
sion. Therefore, beginning at pre-puberty (ten years old),
neurological and ophthalmologic examinations may be
necessary every three years to detect complications such
as developmental retardation, areflexia, ataxia, dysarthria,
loss of deep proprioception, muscular weakness and
decreased night vision. Furthermore, it seems reasonable

to schedule a specialized neurology and ophthalmology
consultation every three years to conduct electromyogra-
phy, measure visual evoked potentials, and perform elec-
troretinography, because electrical abnormalities occur
before clinical symptoms. Finally, we suggest echocardio-
graphy in adulthood (>18 years), since early detection of
cardiac impairment may motivate patients who have dis-
continued their vitamin therapy to restart it. It may also
help to schedule treatment before clinical manifestations
of cardiac insufficiency develop. A frequency of every
three years seems reasonable for this noninvasive exam.
Dual-energy X-ray absorptiometry (DEXA) may be

performed to measure the bone mineral content of the
total skeleton, the best index of bone mineralization in
children [42,43].

CRD Treatment
Table 4 summarizes our proposed treatment protocol.
A low-fat diet containing an appropriate amount and
ratio of n-6/n-3 is necessary to improve digestive symp-
toms. In very young children, milk preparations with
medium-chain TG may improve diarrhea and correct
malnutrition within a few days but tolerance can be a
problem. In older children, a regimen low in long-chain
fatty acids is usually sufficient to decrease symptoms.
Vitamins E and A are implicated in neurological,

muscular and ophthalmic complications. High dosages
of vitamin E (100 IU/kg/d) have been reported to

Table 3 Chylomicron Retention Disease Follow-Up

Early Follow-Up (Annual)

Clinical

Anthropometry Weight and height to draw growth curve

Digestive Appetite, diarrhea, abdominal distension, vomiting, hepatic size?

Neurological Developmental retardation, areflexia, ataxia, dysarthria, deep proprioception loss, muscular weakness or pain,
cramps?

Dietary counseling Sufficient caloric intake, low fat diet (fat <30% total energy), EFA supplementation?

Biological

Lipids Total and LDL cholesterol, HDL-C, TG

Hepatic AST, ALT, GGT, total bilirubin, alkaline phosphatase?

Vitamins Plasma levels of vitamins A, D, E and K or INR (vit K deficiency)

Essential Fatty Acids Deficiency induced by low fat diet?

Blood cell count Anemia?

Delayed Follow-Up (every 3
years)

1) After the age of 10 years

Hepatic Ultranosonography (steatosis, portal hypertension, yearly), Elastometry Fibroscan®? (further studies are needed)

Neurological exam Clinical, creatine kinase, electromyography

Ophthalmologic exam Fundus, color vision, visual evoked potentials, electroretinography

Total body composition Bone mineral content for whole body

2) Adult age

Echocardiography Ejection fraction

ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; CK, creatine kinase; EFA, essential fatty acids; GGT, gamma-glutamyltranspeptidase; HDL, high-
density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; TG, triglycerides.
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prevent, slow or improve neurological complications in
different hypocholesterolemia disorders such as ABL
[35,44-48]. Furthermore, these high intakes are safe.
Relatively few side effects in the short term have been
reported in double-blind studies of vitamin E at doses
as high as 2000 or 3200 IU/d [49]. Alpha-tocopherol
either in aqueous or lipid form is the most effective
form of vitamin E to prevent neurological complica-
tions. Indeed, nerve tissue is characterized by slow
exchange and high selectivity for alpha-tocopherol
[50]. Lipid malabsorption is a common feature of sev-
eral diseases, such as celiac disease, cystic fibrosis and
cholestasis. In the attempt to promote liposoluble vita-
min absorption, new pharmacologic formulations of
vitamin E have been developed. Tocopheryl polyethy-
lene glycol succinate is a hydrosoluble form of vitamin
E. This water-soluble formulation showed a marked
and statistically significant increase in the absorption
of gamma-tocopherol in malabsorbing patients with
cystic fibrosis (CF) compared with a classic oil-based
formulation [51]. Recently, intestinal absorption of
water-soluble vitamin E (tocofersolan) was compared
with a water-miscible form in 12 CF or cholestatic
children [52]. Oral tocofersolan was more bio available
than the water-soluble formulation in children with
chronic cholestasis and similarly bio available in CF.
This suggests that water-soluble vitamin E may repre-
sent an alternative to painful intramuscular vitamin E
injections in chronic cholestasis, or other oral formula-
tions in CF. However, the mechanism responsible for
fat malabsorption in CRD concerns the absorptive
phase as opposed to the digestive phase in CF and
cholestatic syndromes. To our knowledge, no specific
studies with these new vitamin E preparations have
been conducted in CRD. For CRD, further investiga-
tion on the efficacy of water-soluble vitamin E is

needed. Our 16 CRD patients received an average of
51 ± 32 IU/kg/d of vitamin E with some receiving a
dosage as high as 100 IU/kg/d. Despite higher dosages
of oral vitamins E and A and, in some cases, compli-
ance ensured by intravenous administration, four of
the seven French patients developed mild clinical signs
of neurological impairment. This may be due to the
delayed diagnosis or influence of the mutation. How-
ever, the majority of patients (12/16 patients) with a
medium dosage of 50 IU/kg/d, sometimes as low as 20
IU/kg/d, did not develop clinical or electrical neuro-
ophthalmologic complications when the treatment was
given during the first years of life. Therefore, it seems
reasonable to prescribe only 50 IU/kg/d of vitamin E
to patients with CRD if the disease is diagnosed during
the first year of life.
To prevent complications, our data do not suggest

that the intravenous route is warranted. The oral route
is sufficient, as illustrated by the nine patients in the
Canadian cohort who were treated orally early on and
who remained free of neurological complications
(including two patients aged 22).
Determination of the appropriate dosage of vitamin E

can be problematic. In our cohort, plasma concentration
measurements were too imprecise to serve as a guide
for clinicians. Plasma levels after supplementation
reached only one half to two thirds of normal levels,
independent of the vitamin E dose. Among the 16
patients with 20, 40 or 100 IU/kg/d, one may find the
same plasma vitamin E levels of around 60% of the
lower normal range. This level is comparable with that
obtained in ABL after oral supplementation with high
doses (45% of the normal range for 100 IU/kg/d of vita-
min E) [53]. Furthermore, plasma levels of vitamin E did
not necessarily correlate with vitamin E dosages. The
severity of steatorrhea was not correlated with vitamin E

Table 4 Chylomicron Retention Disease Treatment

Early diagnosis without neurological complications: PO Delayed diagnosis and neurological complications: PO + IV

Diet

Low-fat diet

Enriched in essential fatty acids (vegetable oils, fish...)

± Enriched in medium-chain triglycerides

Liposoluble Vitamins PO

Vitamin E (hydrosoluble form): 50 IU/kg/d

Vitamin A: 15,000 IU/d (adjust according to plasma levels)

Vitamin D: 800-1200 IU/kg/d or 100,000 IU/2 month if < 5 y old, and 600,000 IU/2 month if > 5 y old

Vitamin K: 15 mg/week (adjust according to INR and plasma levels)

One perfusion/month

Fatty acids: intralipid 20% 2 g/kg/month

Vitamin E: 4 to 6 mg/kg/month

Vitamin A: 500 IU/kg/month

PO, per os; IV, intravenous.
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and A deficiency in our patients. Therefore, vitamin
treatment cannot be adjusted to the severity of fat
malabsorption. An interesting alternative could be to
measure vitamin E levels in subcutaneous adipose tissue.
It was previously demonstrated that after supplementa-
tion, adipose tissue concentrations reach normal levels,
even if plasma levels remain low [54].
Experience with our 16 patients suggests that vitamin

A at a dosage of 15000 IU/d is effective in combination
with vitamin E to prevent ophthalmologic complications
in CRD.
When vitamin D treatment (800 to 1200 IU/d) is

started early, it prevents osteopenia, as illustrated by the
nine Canadian patients.
Vitamin K was administered at the same dosage of

15 mg/week in the two groups. The plasma values were
not measured, but coagulation screening was normal
and no hemorrhages were detected in any patient during
the entire follow-up.
Patients with lipid malabsorption are at an increased

risk for EFA deficiency. Such as mentioned previously, a
low-fat diet is necessary to improve digestive symptoms,
but it may increase the risk of EFA deficiency. There-
fore, dietary counseling is needed not only to decrease
fat intake but also to maintain sufficient caloric and
EFA intake. It was recommended that the nine Cana-
dian patients add one to three teaspoons per day of soy-
bean oil to meals and increase fish consumption to two
to three times per week. The objective was to reach
3-5% of total calories with omega 6, and 0.5-1% with
omega 3. The French cohort (seven patients) had the
same dietary recommendations, but each month four of
them also received an infusion of 80 g of lipid emulsion
containing 8 g of EFA (linoleic, 80% olive oil and 20%
purified soy oil). The other three patients drank 25 g
per day of oral supplements containing medium-chain
TG (Liprocil, 80% MCT, Nestlé, France). Intravenous
and oral supplementations were unable to normalize the
EFA plasma levels. Furthermore, the clinical impact of
this supplementation is not obvious, since the Canadian
cohort had less supplementation and worse plasma
levels, but fewer complications. This discrepancy may be
explained by a difference between plasma fatty acid
levels and the fatty acid concentration in tissues, since
dietary fatty acids are mainly carried by chylomicron
vesicles, which are dramatically decreased in CRD. Adi-
pose tissue biopsies could provide some answers to this
question. Simple counseling to increase oral EFAs with
vegetable oils and fish seems appropriate in CRD, as
illustrated by the excellent clinical progression of the
nine Canadian patients despite the low plasma omega-6
levels. However, prospective clinical studies with fatty
acid supplementation are needed to evaluate the optimal
dose, route of administration and long-term impact of

EFA treatment. Similarly, the role of medium-chain TG
supplementation in CRD patients remains to be defined.

Conclusions
CRD diagnosis and management remain challenging for
clinicians. Significant progress has been made with
regard to the pathogenesis of CRD, the relationship
between genotype and phenotype and its outcome.
Thanks to the experience of two medical centers and a
review of the literature, this paper proposes clinical
guidelines for the diagnosis, follow-up and treatment
of CRD.
The major clinical and biological features of CRD are

summarized in Table 2:
In infants under six months the disease presents as

chronic malabsorptive diarrhea with malnutrition asso-
ciated with an altered lipid profile: TGs are normal but
both LDL-C and HDL-C are below 50% of normal
levels, vitamin E deficiency and elevated CK are asso-
ciated. In older children: there is in variably a history of
chronic diarrhea with stunting of growth and delayed
puberty eventually associated with mild neurological
impairment and elevated CK. Hypocholesterolemia is
also present with the same pattern, but may be over-
looked. Chronic mild cytolysis of liver cells with an
echographic pattern of steatosis may be an indication
for screening. In both situations, endoscopy reveals a
white duodenal mucosa by fat-laden enterocytes.
For follow-up (Table 3): During childhood, standard

clinical examination and biological evaluations should
be performed annually, focusing on nutrition growth,
gastrointestinal, liver and neurological manifestations
and complications.
In children over the age of ten, neurology and

ophthalmology consultations bone densitometry should
be obtained every three years. An echocardiogram can
be added to those when adulthood is reached.
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MATERIAL AND METHODS

RESULTS – DISCUSSION                                               

OBJECTIVES

CONCLUSION

The aim of our work was to define 
genetic and clinical abnormalities in 
heterozygous FHBL patients and to study 
genotype phenotype correlation �

Patients 116 families were referred to our lab for 
diagnosis of familial hypobetalipoproteinemia. A single 
heterozygous proband (adult or child) has been 
selected for this study. We collected sex, age, BMI.�
�

Glycemia (plasma) and lipid profile (serum) were 
obtained with commercial available kits (Abbott®). 
LDL-cholesterol was determined with Friedewald 
formula.�
�

Liver exploration was performed by determination of 
ALAT and ASAT levels, ultrasonography and/or 
Fibroscan®. Hepatic exploration was available for 49 
patients�

Molecular analysis
 DNA extraction (EDTA) : kit Nucléon® Amersham �
 Screening of mutations on the APOB and PCSK9 

genes systematically  (direct sequencing, 
Applied®)�
 Bioinformatic analysis was performed with Alamut 

v2.0�
�

Statistical analysis
Differences betweens groups were assessed by 
Mann-Withney test. Calculations were performed 
using the statistical package SPSS version 17.0�

Cohorte  �
n = 116 probands�

Heterozygous mutation on APOB 
(n=54)�

Heterozygous mutation on 
PCSK9 (n=3)�

No mutation on APOB (n=59)�

Truncated APOB (n=43)�

APOB Missense mutations 
(n=10)�

-  38 mutations�
-  truncated ApoB between 1,41 and 81,4 %�

48% 100%

Phenotypical comparaison in patients with APOB mutations
Lipid profil  was available for 43 patients with truncated ApoB and 11 patients with missense mutations.�

In the group with truncated ApoB it was no statistical difference in lipid profile of 
patients with truncation <30% (n = 9) and those with truncation >50% (n = 11) �

In addition, the lower HDLc in patients with missense mutations raise two questions:�
- The underlying mechanism �
- The consequences in terms of cardiovascular risk which is considered decreased in 
heterozygous hypobetalipoproteinemia�

FHBL typical profile may be less severe in case of missense mutations and even partially blunted 
(absence of  decrease in triglycerides ) by a type 2 diabetes, which however may increase the risk 
of fibrosis.�

These findings suggest that patients with 
familial heterozygous hypobetalipo-

proteinemia should be investigated for 
NASH and related disorders as more as 
they are carriers of an APOB mutation. �

Carriers of documented APOB mutation presented with

* Carried by the same proband�
** 2 of them were carrier of another deleterious 
mutation�

Familial  hypobetalipoproteinemia (FHBL; MIM 
170730) is an heterogeneous autosomal 
codominant disorder. APOB gene mutations 
are found in half of the cases : more than 100 
mutations have been described leading to 
truncated ApoB however only few missense 
were published.�

Phenotypical comparaison of patients without mutation 
(negative) versus patients with APOB mutations (APOBm)

�� �� negative� APOBm� p�
BMI� kg/m2� 22.2+/-13.3� 29.3+/-6.3� 0.14�
Age at  lipid profile� year� 14.5+/-12.2� 34.4+/-22.� <0.01
Glycemia� mmol/L� 4.6+/-1.3� 5.6+/-2.4� <0.01
Total Cholesterol� mmol/L� 2.78+/-0.59� 2.50+/-0.63� 0.19�
Triglycerides� mmol/L� 0.55+/-0.28� 0.38+/-0.41� <0.01
HDL-C� mmol/L� 1.30+/-0.43� 1.43+/-0.46� 0.18�
LDL-C� mmol/L� 1.17+/-0.37� 0.89+/-0.46� 0.03
ApoB� g/L� 0.36+/-0.11� 0.27+/-0.13� <0.01
ASAT� U/L� 31+/-26� 47+/-20� 0.10�
ALAT� U/L� 26+/-31� 80+/-42� <0.01
Liver steatosis� Nb of cases� 8� 11�
Liver fibrosis� Nb of cases� 5� 8� 0.19
Liver cirrhosis� Nb of cases� 0� 5�

1

1 Higher age at diagnosis�

More metabolic damage:�
 Higher glycemia�
 A high prevalence of type 2 diabetes 
 A trend toward higher BMI�

3

3

3 

More liver damage:�
 Higher ALAT levels�
 A high frequency of liver impairments�

4 

4

4

�� �� ApoB missense� ApoB truncation� p�
BMI� kg/m2� 27.0+/-3.2� 29,7+/-6.9� 0.32�
Age at  lipid profile� year� 19.2+/-26.2� 37.7+/-21.5� 0.26�
Glycemia� mmol/L� 5.2+/-2.7� 6.3+/-2.3� 0.56�
Total Cholesterol� mmol/L� 2.83+/-0.43� 2.42+/-0.69� 0.22�
Triglycerides� mmol/L� 0.70+/-0.55� 0.33+/-0.35� 0.01
HDL-C� mmol/L� 1.15+/-0.28� 1.50+/-0.46� <0.01
LDL-C� mmol/L� 1.26+/-0.40� 0.83+/-0.46� 0.04
ApoB� g/L� 0.44+/-0.12� 0.25+/-0.11� <0.01
ASAT� U/L� 36+/-14� 57+/-22� 0.32�
ALAT� U/L� 62+/-28� 93+/-45� 0.20�

Carriers of APOB truncation presented with

2 Lower triglycerides, LDL-C and ApoB levels�

1 

pp
Lower lipid profile�

2 Excepted a higher HDL cholesterol�

2

1
2
1
1

Phenotypical comparaison in patients with APOB truncations : impact 
of diabetes on lipide profile�

�� �� Non diabetic� T2M� p�
BMI� kg/m2� 26.0+/-3.1� 32.5+/-7.0� 0,03�
Age at  lipid profile� year� 31.0+/-19.2� 61.2+/-10.0� 0.02
Triglycerides� mmol/L� 0.32+/-0.11� 0.50+/-0.32� 0,08�
ApoB� g/L� 0.21+/-0.10� 0.36+/-0.09� 0.02
ASAT� U/L� 33+/-18� 59+/-21� 0.08�

2

2

NM_000384.2 
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