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Titre : PCSK9 : Etudes Physiopathologiques et Moléculaires 

 

Résumé :  
Les maladies cardiovasculaires (MCV) dont fait partie l’athérosclérose, sont la principale 

cause de décès dans le monde et sont responsables de 17,9 millions de victimes chaque année. 

L’hypercholestérolémie est l’une des causes majeures de MCV et touche 1 sujet sur 20 dans la 

population générale. L’hypercholestérolémie familiale à transmission autosomique dominante 

(ADH) est caractérisée par une élévation des taux plasmatiques de cholestérol total et de LDL-

C. Elle est due à des mutations dans 4 gènes principaux : LDLR, APOB, PCSK9 et APOE. La 

prévalence de cette maladie varie entre 1 sur 219 et 1 sur 300 et elle est plus fréquente dans 

certaines populations dû à la présence de mutations à effet fondateur. Au-delà de son rôle dans 

le catabolisme du récepteur des LDL, des études récentes ont mis en évidence d'autres 

mécanismes qui impliquent PCSK9 (Proprotéine Convertase Subtilisin Kexin type 9) dans le 

développement de l'athérosclérose indépendamment de son impact sur les lipides. L’objectif 

principal de cette thèse est donc d’élucider le rôle joué par PCSK9 dans le développement des 

MCV et cela sur le plan physiopathologique et moléculaire. 

La première partie de ce travail porte sur la datation de la mutation p.(Ser127Arg) 

localisée dans l’exon 2 de PCSK9. Cette mutation a été exclusivement rapportée chez des 

patients ADH français et représente 67% des variants PCSK9 en France révélant un effet 

fondateur. Le génotypage des marqueurs polymorphes autour de la mutation m’a permis 

d’identifier un haplotype commun aux porteurs de la mutation. Grâce à une méthode de 

datation basée sur la probabilité et qui utilise des marqueurs polymorphes, nous avons pu 

estimer l’âge de l’ancêtre commun le plus récent à 612 ans.  

Dans la deuxième partie, j’ai dosé les taux plasmatiques de PCSK9 dans une cohorte 

d’écoliers libanais dans le but d’évaluer la distribution des taux de PCSK9 et leur corrélation 

avec les paramètres lipidiques. Parallèlement à l’étude de PCSK9 dans l’hypercholestérolémie, 

la troisième partie de ce travail comprend la description de la localisation de la PCSK9 à 

différents stades de l’athérosclérose et l’étude de son effet sur les capacités d’endocytose du 

cholestérol par les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLv) primaires. Grâce à la bio 

banque cardiovasculaire mise en place dans notre unité de recherche, des aortes à différents 

stades de l’athérosclérose et des CMLv ont été isolées à partir des cœurs humains explantés.  

Ce projet de recherche a permis de montrer que la PCSK9 plasmatique, en étant corrélée 

positivement aux taux de cholestérol (total, LDL et non-HDL), pourrait être un biomarqueur 

des MCV chez les enfants et qu’elle pénètre la paroie artérielle à partir de la circulation où elle 

est retrouvée dans les CMLv au niveau de l’intima des aortes athéramoteuses humaines. 

L’étude des CMLv primaires a montré qu’elles n’expriment pas PCSK9 mais peuvent 

l’internaliser, très probablement par les récepteurs scavengers exprimés par les CMLv 

notamment le récepteur LRP-1 (LDL receptor related protein 1).  

L’identification d’un rôle direct de PCSK9 dans l’initiation de l’athérosclérose 

permettrait d’étendre l’utilisation des anti-PCSK9 du traitement des hypercholestérolémies à 

la prévention de l’athérosclérose. 

 

Mots-clés : Hypercholestérolémie autosomique dominante, Athérosclérose, PCSK9, 

p.(Ser127Arg), haplotype, effet fondateur, cellules musculaires lisses vasculaires, récepteurs 

scavengers, LRP-1 
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Title: PCSK9: Pathophysiological and Molecular Studies 

 

Abstract:  

Cardiovascular disease (CVD), including atherosclerosis, is the leading cause of death 

worldwide and is responsible for 17.9 million deaths yearly. Hypercholesterolemia is one of 

the major causes of CVD and affects 1 in 20 individuals in the general population. Familial 

autosomal dominant hypercholesterolemia (ADH) is characterized by elevated plasma levels 

of total cholesterol and LDL-C. It is due to mutations in 4 main genes: LDLR, APOB, PCSK9, 

and APOE. The prevalence of this disease varies between 1 in 219 and 1 in 300 and is more 

frequent in specific populations due to founder effect mutations. Beyond its role in the 

catabolism of the LDL receptor, recent studies have highlighted other mechanisms that 

implicate PCSK9 (Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin type 9) in the development of 

atherosclerosis independently of its impact on lipids. Therefore, this thesis's main objective is 

to elucidate the role played by PCSK9 in the development of CVD at the pathophysiological 

and molecular levels.  

The first part of this work focused on dating the p.(Ser127Arg) mutation located in exon 

2 of PCSK9. This mutation has been exclusively reported in French ADH patients and 

represents 67% of PCSK9 variants in France, revealing a founder effect. Genotyping of 

polymorphic markers around the mutation allowed identifying a common haplotype for carriers 

of the mutation. Through a probability-based dating method that uses polymorphic markers, it 

was possible to estimate the age of the most recent common ancestor at 612 years. 

 In the second part, PCSK9 plasma levels were measured in a cohort of Lebanese 

schoolchildren to assess the distribution of PCSK9 levels and their correlation with lipid 

parameters. The third part of this work involved describing the localization of PCSK9 at 

different stages of atherosclerosis and studying its effect on the endocytosis capacities of 

cholesterol by primary vascular smooth muscle cells (vSMC). Aortas at different stages of 

atherosclerosis and vSMCs were isolated from explanted human hearts using the 

cardiovascular biobank established in our research unit.  

In sum, these studies showed that plasma PCSK9, positively correlated with cholesterol 

levels (total, LDL, and non-HDL), could be a biomarker of CVD in children. PCSK9 penetrates 

the arterial wall from the circulation, and it is found in intimal vSMC of atheromatous human 

aortas. The study of primary vSMCs showed that the latter do not express PCSK9 but can 

internalize it. This process seems to happen through scavenger receptors expressed by vSMCs, 

including the LDL receptor-related protein 1 (LRP-1).  

Identifying a direct role of PCSK9 in the initiation of atherosclerosis allows extending 

the use of anti-PCSK9 agents from treating hypercholesterolemia to preventing atherosclerosis. 

 

Keywords: Autosomal dominant hypercholesterolemia, Atherosclerosis, PCSK9, 

p.(Ser127Arg), haplotype, founder effect, vascular smooth muscle cells, scavenger receptors, 

LRP-1 
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AVANT-PROPOS 

Les maladies cardiovasculaires (MCV) représentent un problème de santé majeur et sont 

responsables de 17,9 millions de décès en 2019, ce qui représente 32 % de tous les décès dans 

le monde (WHO | Cardiovascular diseases (CVDs), s. d.). L’athérosclérose est l’une des causes 

majeures des MCV. C’est un trouble chronique qui se développe progressivement tout au long 

de la vie jusqu’à l’apparition des symptômes à un stade avancé qui sont dus notamment à un 

infarctus du myocarde et aux accidents vasculaires cérébraux. Parmi les facteurs de risque 

majeurs de l’athérosclérose existe l’hypercholestérolémie familiale à transmission 

autosomique dominante (ADH) qui est causée par des mutations dans 4 gènes principaux : 

LDLR, APOB, PCSK9 et APOE. 

 

PCSK9 s’est révélée une actrice importante dans l’homéostasie du cholestérol, suite à 

son implication dans l’ADH dans des familles d’origine française. Récemment, des études ont 

montré que le rôle de PCSK9 ne se limite pas uniquement à la régulation du récepteur des LDL 

mais qu’elle est également impliquée dans le processus de l’athérosclérose. 

 

L’objectif de mes travaux est d’étudier le rôle de PCSK9 sur les plans moléculaires et 

physiopathologiques.  

 

Pour cela, dans l’introduction de ce manuscrit j’ai abordé dans un premier chapitre la 

définition de l’hypercholestérolémie familiale ainsi que son mécanisme physiopathologique, 

ses différents acteurs notamment génétiques ainsi que ses traitements. Dans le deuxième 

chapitre qui porte sur l’athérosclérose, je détaille la physiologie de la paroi aortique, les 

différents aspects de la pathologie athéromateuse et ses différents acteurs notamment les 

cellules musculaires lisses vasculaires (CMLv) et les récepteurs scavengers. Ensuite, les 

résultats expérimentaux obtenus sont présentés sous forme de trois articles.  Le premier 

article a permis de dater, chez des patients ADH français, la mutation gain de fonction 

p.(Ser127Arg) dans PCSK9, l’une des premières découvertes et qui est actuellement retrouvée 

chez 67% des patients ADH français. Les deux autres articles visaient à étudier PCSK9 sur le 

plan physiopathologique. Tout d’abord en montrant dans une cohorte formée des sous-groupes 

d’enfants libanais dyslipidémiques que PCSK9 pourrait être un marqueur prédiction des MCV.  

Puis en identifiant PCSK9 comme actrice dans le développement de l’athérome via les CMLv 

indépendamment de son rôle sur le LDL-C. Et finalement, la dernière partie est consacrée à la 

discussion de l’ensemble des études pratiques et aux perspectives qui en découlent ainsi qu’à 

une conclusion générale. Les annexes, retrouvées à la fin du manuscrit, représentent mes 

travaux collaboratifs. 
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Chapitre 1 : Hypercholestérolémie familiale 

1. Introduction 

L'hypercholestérolémie familiale (HF) est une maladie héréditaire qui touche environ 30 

millions de sujets dans le monde (Defesche et al., 2017). Elle se caractérise par des taux 

plasmatiques élevés des lipoprotéines de basse densité (LDL) aboutissant à une accélération de 

l’athérosclérose et à un risque accru des maladies cardiovasculaires (MCV) prématurées en 

absence de traitement (Beheshti et al., 2020). 

L’HF est une maladie génétique principalement à transmission autosomique dominante 

connue sous le nom d’ADH (Autosomal Dominant Hypercholesterolemia). Elle est causée par 

des mutations dans trois gènes principaux :  le gène LDLR codant le récepteur des LDL 

(LDLr) (Brown & Goldstein, 1986), le gène APOB codant l'apolipoprotéine B100 (apoB100), 

ligand du LDLr (Innerarity et al., 1990), et le gène PCSK9 codant la proprotéine convertase 

subtilisine/kexin de type 9 (Abifadel et al., 2003) qui se lie au LDLr et induit sa dégradation 

indépendamment de son activité catalytique (Abifadel et al., 2014). Plus rarement, des 

mutations du gène APOE codant l’apolipoprotéine E (apoE) ont été décrites dans l’ADH (Abou 

Khalil et al., 2022; Marduel et al., 2013). Ces mutations entrainent une incapacité du foie à 

éliminer suffisamment les particules LDL de la circulation (Defesche et al., 2017). 

Les mutations dans le gène LDLR constituent la principale cause d’ADH (80-85% des cas). 

Plus rarement, des mutations dans les gènes APOB (5-10% des cas), PCSK9 (2% des cas) et 

APOE (1% des cas) peuvent en être la cause (Vrablik et al., 2020). La plupart des personnes 

atteintes d'ADH sont porteuses d'une mutation dans l'un des allèles de ces gènes et présentent 

donc une ADH à l’état hétérozygote. Dans de rares cas, les patients peuvent avoir les deux 

allèles portant la même mutation et, par conséquent, avoir une ADH à l’état homozygote. Les 

autres génotypes rares qui peuvent se produire sont l'hétérozygotie composée (deux mutations 

différentes du même gène) ou la double hétérozygotie (mutations dans deux gènes différents). 

Ces génotypes rares entraînent généralement un phénotype plus sévère (Defesche et al., 2017). 

Notons qu’il existe une forme récessive de l’HF connue sous le nom d’ARH (Autosomal 

Recessive Hypercholesterolemia). Elle est causée par des mutations dans le gène LDLRAP1 

(low density lipoprotein receptor adaptor protein 1) qui code la protéine adaptatrice 1 

nécessaire à l'internalisation du récepteur des LDL médiée par la clathrine (Defesche et al., 

2017; Garcia et al., 2001). 
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2. Epidémiologie 

L'ADH est l’une des maladies génétiques les plus fréquentes chez l'homme. Elle est 

nettement plus fréquente que les estimations faites par Brown et Goldstein au moment où ils 

ont identifié le LDLr et qui étaient de l’ordre 1 sur 500 chez les hétérozygotes et 1 sur 1000000 

chez les homozygotes (Brown & Goldstein, 1986). En effet, en se basant sur des études 

spécifiques réalisées dans plusieurs pays, la fréquence de l’ADH est entre 1 sur 219 et 1 sur 

300 (Defesche et al., 2017; Lansberg et al., 2000; Nordestgaard & Benn, 2017). Par conséquent, 

la prévalence de l'ADH à l’état homozygote est de l’ordre d’1 individu sur 300 000 (Cuchel et 

al., 2014). De plus, selon une méta-analyse réalisée sur 11 millions d’individus, la prévalence 

de l’ADH était 10, 20 et 23 fois plus élevée dans des sous-groupes d’individus atteints 

respectivement de maladies cardiaques ischémiques, maladies cardiaques ischémiques 

prématurées et d’une hypercholestérolémie sévère en les comparant à la population générale 

(Beheshti et al., 2020). De même, la prévalence de l’ADH est élevée dans certaines populations 

bien définies et ceci est dû à des mutations à effet fondateur (c'est-à-dire une diversité génétique 

réduite dans une population ayant un ancêtre commun). C’est le cas des afrikaners de l’Afrique 

du sud (1 sur 83) (Marais, 2004), des canadiens français (1 sur 270) (Moorjani et al., 1989), 

des libanais (1 sur 81) (Abifadel et al., 2009), et des juifs de Johannesburg (1 sur 67) (Seftel et 

al., 1989).  

Malgré l'incidence élevée de l’ADH, moins de 1% des patients sont diagnostiqués dans la 

plupart des pays. Les Pays-Bas, la Norvège, le Royaume-Uni, l'Espagne, le Danemark, la 

Belgique, la République tchèque, la Slovaquie, l'Islande et la Suisse font une exception 

puisqu’ils diagnostiquent 2 à 10 % des personnes atteintes et utilisent souvent des tests 

génétiques (Nordestgaard & Benn, 2017). 

 

 

 

 

3. Physiopathologie de l’ADH 

Le cholestérol est le constituant lipidique des membranes cellulaires et le précurseur de 

nombreuses molécules bioactives, notamment les hormones stéroïdiennes et sexuelles, la 

vitamine D, les oxystérols (dérivés oxydés du cholestérol) et les acides biliaires (Hegele, 2009). 

Seulement une petite quantité du cholestérol circulant provient de l'alimentation.  La majorité 
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provient de la synthèse hépatique dans laquelle la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A 

(HMG-CoA) réductase joue le rôle de l'enzyme limitante de cette synthèse (Goldstein & 

Brown, 2009). 

L'insolubilité du cholestérol dans le plasma exige qu'il soit transporté dans des 

macromolécules sphéroïdales appelées lipoprotéines qui sont amphipathiques. Les 

lipoprotéines ont un noyau hydrophobe contenant des phospholipides, des antioxydants, des 

vitamines liposolubles et des esters de cholestérol et une enveloppe hydrophile contenant du 

cholestérol libre, des molécules de phospholipides et des apolipoprotéines. Les principales 

lipoprotéines transportant du cholestérol sont les lipoprotéines de basse densité (LDL) et les 

lipoprotéines de haute densité (HDL). D'autres comprennent les chylomicrons (CM) et les 

lipoprotéines de très basse densité (VLDL), qui sont les principales lipoprotéines porteuses de 

triglycérides (TG) (Tableau 1) (Hegele, 2009). A part la lipoprotéine (a) qui partage une 

homologie structurelle avec le plasminogène (H. Wang et al., 2016).  

 

Tableau 1 : Propriétés et composition des particules lipoprotéiques du plasma humain 
(adapté (Defesche et al., 2017)) 
 

Les lipoprotéines se distinguent les unes des autres par leur densité, leur taille, leur 

composition, leur lieu de synthèse et leur fonction.  

 

Particule 

lipoprotéique 

Densité 

(g/ml) 

Taille 

(nm) 

Composition 

(% par poids) 

Principales 

apolipoprotéines 
Synthèse Fonction 

Chylomicron < 0,930 
75 à 

1200 

Triglycérides 

(80 - 90) 

apoB48*, apoC2, 

apoC3, apoE, 

apoA1, apoA2 et 

apoA4 

Intestin 

Transport des 

lipides 

alimentaires 

des intestins 

vers les tissus 

Remnants 

des 

chylomicrons 

0,930 – 

1,006  

30 à 

80 

Triglycérides 

(70 - 80) 
apoB48* et apoE 

Catabolisme 

des 

chylomicrons 

Transport des 

lipides 

alimentaires 

VLDL 
0,930 – 

1,006 

30 à 

80 

Triglycérides 

(40 - 60) 

apoB100*, 

apoE*, apoC2 et 

apoC3 

Foie 

Transport des 

lipides du foie 

vers les tissus 

IDL 
1,006 – 

1,019 

23 à 

35 

Triglycérides 

(20 - 50) 

Cholestérol 

(20 - 40) 

apoB100*, apoE, 

apoC2 et apoC3 

Catabolisme 

des VLDL 

Transport des 

lipides du foie 

vers les tissus 

LDL 
1,019 – 

1,063 

18 à 

25 

Cholestérol 

(50 - 60) 
apoB100* 

Catabolisme 

des VLDL et 

IDL 

Transport des 

esters de 

cholestérol 

d’origine 

hépatique et 

exogène 
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HDL 
1,063 – 

1,210 
5 à 12 

Cholestérol 

(15 - 25) 

Phospholipides 

(23 - 30) 

apoA1*, apoA2, 

apoC1, apoC2, 

apoC3 et apoE 

Foie et 

intestin 

Transport 

inverse du 

cholestérol des 

tissus 

périphériques 

vers le foie 

Lp(a) 
1,055 – 

1,085 
~ 30 

Cholestérol 

(20 - 30) 

apoB100* et 

apo(a)* 
Foie 

Inconnu (peut-

être 

cicatrisation 

des plaies et 

coagulation) 
* Apolipoprotéine(s) la plus abondante dans la particule 

 

La majorité des cellules de l’organisme exprime le récepteur des LDL mais ce dernier est 

retrouvé essentiellement dans les hépatocytes qui jouent un rôle majeur dans l’élimination des 

LDL plasmatique (Goldstein & Brown, 2009). 

L’augmentation des taux plasmatiques de LDL est souvent dû à l’un des mécanismes 

suivants (Defesche et al., 2017): 

 un nombre réduit ou une absence d’activité des récepteurs hépatiques des LDL  

 une apoB ou une apoE défectueuse inhibant la liaison des LDL à leurs récepteurs 

 une mutation gain de fonction de PCSK9 qui entraine une diminution des 

récepteurs des LDL à la surface cellulaire en favorisant l’internalisation des 

récepteurs et leur dégradation dans le lysosome et en empêchant donc leur 

recyclage à la surface cellulaire. 

Tous ces mécanismes contribuent à un excès de cholestérol circulant qui est contenu dans 

les LDL et non pas dans les HDL et qui prédispose à des maladies cardiovasculaires comme 

c’est le cas chez les patients atteints d'ADH (Goldstein & Brown, 2009). Les LDL ont de 

nombreux effets délétères sur la fonction vasculaire par leur accumulation dans l’intima, 

notamment l'altération de la réponse artérielle normale aux stimuli vasodilatateurs, l’induction 

de l'inflammation vasculaire et l'internalisation des particules LDL modifiées et notamment 

oxydées par les macrophages et les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLv) de la paroi 

artérielle. Ces cellules se chargent en cholestérol et se transforment ainsi en des cellules 

spumeuses. Ces dernières sont des composants essentiels de la plaque d’athérome pouvant 

aboutir à des maladies coronariennes (Figure 1) (Berberich & Hegele, 2019).  
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Figure 1 : Physiopathologie de l'HF (Nordestgaard et al., 2013) 

L'HF est causée par des mutations dans les gènes (LDLR, APOB, PCSK9) codant 

pour des protéines clés intervenant dans les voies d'endocytose et de recyclage du 

récepteur des LDL, ce qui conduit à une diminution de l'absorption cellulaire des 

LDL et à une augmentation du LDL-C plasmatique aboutissant au développement 

de l’athérosclérose et à l’apparition des complications cardiovasculaires.  

 

 

 

 

 

4. Diagnostic de l’ADH 

Bien que l’HF constitue l’une des maladies génétiques les plus fréquentes, elle est toujours 

sous-diagnostiquée. Selon les estimations actuelles, plus de 90 % des personnes atteintes d'HF 

dans le monde ne sont pas diagnostiquées (Sturm et al., 2018). Ceci représente un problème 

mondial de santé publique en raison de l'incidence élevée de MCV prématurées (avant 55 ans 

chez les hommes et avant 65 ans chez les femmes) et de la réduction de l'espérance de vie 

observée dans de nombreuses familles. D’où l’importance du diagnostic précoce des sujets 
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atteints et de leurs proches afin de prévenir les complications cardiovasculaires prématurées 

(Civeira & International Panel on Management of Familial Hypercholesterolemia, 2004). 

Historiquement, l’ADH à l’état hétérozygote était diagnostiquée cliniquement et les cas 

qui présentaient des élévations des taux plasmatiques du LDL-C, des MCV prématurées et 

familiales et des xanthomes tendineux ont été détectés. Toutefois, avec la meilleure 

compréhension de la base moléculaire de cette maladie, la recherche des mutations dans les 

gènes LDLR, APOB, PCSK9, APOE et LDLRAP1 est maintenant disponible dans de nombreux 

pays facilitant ainsi le diagnostic (Nordestgaard et al., 2013). Dans tous les cas, le diagnostic 

de l’HF est basé sur cinq critères (Nordestgaard et al., 2013):  

 histoire familiale d’hypercholestérolémie, 

 antécédents d’accident vasculaire précoce familial, 

 examen physique permettant de détecter des xanthomes et un arc cornéen,  

 taux de LDL-C très élevés lors de mesures répétées,  

 présence d’une mutation causale détectée par génétique moléculaire 

 

 

 

4.1 Diagnostic clinique 

Une HF est cliniquement suspectée lorsque les taux de LDL-C sont supérieurs à 4,9 mmol/l 

(190 mg/dl) chez les adultes ou 4,1 mmol/l (160 mg/dl) chez les enfants (y compris les 

adolescents jusqu'à 18 ans). Elle doit être également suspectée lorsque les taux de cholestérol 

total ou de LDL-C dépassent le 95ème percentile du pays pour le sexe et l'âge (Defesche et al., 

2017). 

L’HF se caractérise sur le plan physique par des xanthomes tendineux (dépôts de 

cholestérol sur les tendons), par des xanthélasmas et des arcs cornéens qui apparaissent avant 

l’âge de 45 ans. Les xanthomes des tendons extenseurs des doigts peuvent apparaitre sur les 

dos des mains ainsi que sur les tendons d’Achille (Figure 2). Cependant, ces signes sont 

généralement manqués ou recherchés rétrospectivement une fois qu'une élévation du taux 

plasmatique de LDL-C a été détectée (Defesche et al., 2017).  

Il est intéressant de noter que le diagnostic est presque certain si des xanthomes tendineux 

sont présents, mais ceux-ci ne sont trouvés que dans près de 15% des populations avec des 

défauts moléculaires identifiés (Nordestgaard et al., 2013). Les xanthélasmas et les arcs 

cornéens ne sont pas pathognomoniques de l’HF car ils peuvent être présents chez des 
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personnes ayant des profils lipidiques normaux. Cependant, s'ils sont présents chez des 

individus âgés de moins de 45 ans, ces signes sont fortement évocateurs de la maladie 

(Defesche et al., 2017). 

 

A              B 

     

 

Figure 2 : Caractéristiques cliniques extravasculaires de l’HF (Defesche et al., 2017) 

A. Xanthomes tendineux sur les mains et sur les tendons d’Achilles chez des patients atteints 

d’HF à l’état hétérozygote. L'étendue des xanthomes (indiqués par des flèches blanches) peut aller 

de sévère (partie a) à légère (partie b) et palpable mais non visible (non montré). Les xanthomes 

sur le tendon d'Achille peuvent être très évidents (partie c) ou se présenter comme un élargissement 

général du tendon dans son ensemble (partie d). B. Arc cornéens et xanthélasmas des patients 

atteints d’HF à l’état hétérozygote. L'arc cornéen est formé par un dépôt de lipides dans la cornée. 

Ce dépôt commence par une structure en forme de faucille en bas ou en haut de la cornée (partie a, 

flèches noires) et s'étend au fil des années (partie b, flèches noires), pour finalement couvrir 

l'ensemble de la cornée (partie c).  Ces dépôts n'ont aucune conséquence sur la vision. Les 

xanthélasmas (dépôts de lipides sur les paupières supérieures et inférieures) s'aggravent également 

avec l'âge. Ils peuvent être modestes à un âge plus jeune, à partir de la troisième décennie de vie 

(partie d, flèche noire) et deviennent plus prononcés à mesure que le patient vieillit (partie e, flèches 

noires). 

 

 

 

4.1.1 Protocoles de diagnostic de l’HF 

Afin d'augmenter la spécificité du diagnostic de l’HF, différents protocoles qui intègrent 

des paramètres cliniques, biologiques et génétiques ont été développés.  

Actuellement trois protocoles existent pour poser un diagnostic formel de l’HF chez les 

sujets atteints (Tableau 2) : 

 Dutch Lipid Clinic Network (DLCN) 

 UK Simon Broome Register (SBR) 

 US Make Early Diagnosis to Prevent Early Death (MEDPED) Program 
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Le DLCN et le SBR sont largement utilisés dans le diagnostic des patients adultes HF et 

ont été recommandés dans plusieurs directives. Le programme MEDPED a été mis en place 

pour être utilisé dans le diagnostic des populations occidentales (Watts et al., 2020). 

Le diagnostic clinique est basé sur la combinaison de divers critères : les taux de LDL-C, 

les dépôts anormaux de cholestérol dans les tissus extravasculaires et la présence d’une histoire 

de maladie coronarienne prématurée chez le patient ou chez des membres de sa famille. 

Certains protocoles de diagnostic incluent également des tests génétiques moléculaires pour la 

recherche des mutations dans les gènes impliqués dans l’HF (Cartier & Goldberg, 2016).  

Dans la classification du SBR et dans le score calculé par le DLCN, les individus peuvent 

être classés comme ayant une HF « certaine », « probable » ou « possible » (Defesche et al., 

2017; Umans-Eckenhausen et al., 2001). Les critères de l’outil de diagnostic DLCN ont été 

adoptés par l'European Atherosclerosis Society (EAS) afin de diagnostiquer les sujets atteints. 

Parmi les personnes ayant un diagnostic « certain » ou « probable » d’HF (DLCN supérieur à 

5), et en particulier celles ayant un diagnostic clinique évident de xanthome et/ou des taux 

élevés de cholestérol ainsi que des antécédents familiaux de coronaropathies prématurées, il 

est fortement recommandé d'effectuer un test génétique. Lorsqu'une mutation causale est 

retrouvée chez le cas index, un test génétique doit être proposé à tous les parents du premier 

degré (Defesche et al., 2017). 

 

Tableau 2 : Comparaison entre les différentes stratégies de diagnostic de l’HF (modifié 

(Berberich & Hegele, 2019)) 

 
 

Critères 
Simone Broome 

Register 
Dutch Lipid Clinic Network MEDPED a 

Lipides 

Cholestérol total 

(mmol/l) 

• > 7,5 (adulte) [a] 

• > 6,7 (enfant) [a] 
NA NA 

LDL cholestérol 

(mmol/l) 

• > 4,9 (adulte) [a] 

• > 4,0 (enfant) [a] 

• > 8,5      [8] 

• 6,5 - 8,4 [5] 

• 5,0 - 6,4 [3] 

• 4,0 - 4,9 [1] 

> 5,7 - 9,3 b 

Examen physique    

Personnel 
Xanthomes tendineux 

[b] 

• Xanthomes tendineux [6] 

• Arcs cornéens c [4] 
NA 

Familial 
Xanthomes tendineux 

chez un apparenté [b] 

Xanthomes tendineux ou arcs 

cornéens [2] 
NA 

Histoire familiale 
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Maladie 

coronarienne 

Antécédents familiaux 

d’infarctus du 

myocarde avant l’âge 

de 50 ans chez deux 

apparentés ou chez un 

apparenté de plus que 

60 ans [d] 

• Patient atteint d’une 

maladie coronarienne 

prématurée d [2] 

• Patient atteint de maladie 

cérébrale ou vasculaire 

prématurée d [1] 

NA 

LDL cholestérol 

(mmol/l) 

> 7,5 chez un ou deux 

apparentés [e] 

Enfant avec un taux de LDL-C 

≥ au 95ème percentile [2] 

NA 

Génétique NA NA 

HF connue 

chez un 

apparenté 

Génétique 

Analyse de l’ADN 
Mutation du LDLR, 

APOB ou PCSK9 [c] 

Mutation du LDLR, APOB ou 

PCSK9 [8] 
NA 

Diagnostic 

Diagnostic de l’HF 

• HF certaine 

(definite) : a + (b ou 

c) 

• HF possible 

(probable) : (a+d) 

ou (a+e) 

• Certaine : > 8 

• Probable : 6 - 8 

• Possible : 3 - 5 

Valeurs seuils 

du LDL-C 

ajustées 

NA : non applicable  
a nécessité d’un diagnostic de l’HF d’un membre de la famille; b le seuil « cut off point » basé sur 

l’âge et le degré d’apparenté; c arc cornéen lorsque l’âge est inférieur à 45 ans ; d âge inférieur à 55 

ans chez les hommes et inférieur à 60 ans chez les femmes.  

 

 

Avant que le diagnostic de l’HF puisse être confirmé, il est important d'exclure les causes 

secondaires possibles de la dyslipidémie telles que l'hypothyroïdie, le syndrome néphrotique, 

les maladies obstructives du foie et les régimes riches en graisses saturées et aliments riches en 

cholestérol (Defesche et al., 2017).  

 

 

 

4.2 Diagnostic génétique 

Bien que le diagnostic de l’HF puisse être posé sur une base clinique, le DLCN et le SBR, 

comme mentionné dans le paragraphe 4.1.1, incluent dans leurs critères la composante 

génétique comme une approche pour établir le diagnostic définitif de l’HF. L’identification des 

variants dans les gènes connus associés à l’HF (LDLR, APOB, PCSK9, et APOE) permet 

d’obtenir le plus grand nombre de points vers un diagnostic définitif de l’HF dans le score de 

DLCN (Defesche et al., 2017).  
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L'utilisation des outils de diagnostic reposant sur la présence de signes physiques, de 

maladies coronariennes prématurées et d'antécédents familiaux limite l'efficacité du diagnostic 

et l'objectif d'identifier tous les patients atteints d'HF car bien que ces outils aient une spécificité 

élevée, leur sensibilité est faible. Ceci montre l’importance du dépistage génétique qui permet 

de dépasser ces limites (Sturm et al., 2018).   

Le dépistage génétique chez les patients suspectés d'être atteints d'HF devrait, au 

minimum, inclure une analyse des gènes LDLR, APOB, PCSK9 et APOE. Cette analyse devrait 

inclure, pour les gènes LDLR, PCSK9 et APOE, le séquençage de tous les exons et des jonctions 

exon/intron, ainsi que l'analyse de remaniements majeurs du LDLR. Pour le gène APOB, il 

suffit de séquencer dans la plupart des cas la région de liaison au LDLr située aux résidus 3386-

3396 (Sturm et al., 2018), cependant il est important de garder à l’esprit que certaines mutations 

hypercholestérolémiantes ont été décrites en dehors de cette région (Elbitar et al., 2018). 

Les coûts du dépistage génétique continuent de diminuer avec le temps, en partie grâce à 

l'utilisation des technologies de séquençage de nouvelle génération (NGS). La plupart des 

laboratoires proposent des panels NGS comprenant le séquençage des gènes LDLR, APOB, 

PCSK9 et APOE, ainsi que l'analyse de remaniements majeurs du LDLR. Il existe également 

des panels de gènes plus vastes et plus complets qui permettent d'évaluer non seulement les 

principaux gènes de l’HF, mais aussi les gènes responsables des phénotypes comparables. Ces 

panels élargis doivent être envisagés pour améliorer le diagnostic des patients atteints de ces 

phénocopies qui peuvent nécessiter des thérapies spécifiques, et ils devraient inclure les gènes 

suivants : LDLR, APOB, PCSK9, APOE, LDLRAP1, LIPA, ABCG5, et ABCG8. (Figure 3) 

(Sturm et al., 2018).  

Les tests génétiques offrent une occasion unique d'identifier les personnes qui présentent 

un risque significativement plus élevé que la population générale de développer une maladie 

coronarienne pour un taux de LDL-C donné (Sturm et al., 2018). 
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Figure 3 : Différentes catégories de patients peuvent se soumettre à un test 

génétique de l’HF (Sturm et al., 2018) 

Les personnes à risque en raison d'antécédents familiaux ainsi que les personnes présentant un 

phénotype HF peuvent subir un test génétique. Les résultats du test génétique peuvent donner 

lieu à 3 catégories d'individus : 1) génotype positif, phénotype négatif (rond rouge), 2) génotype 

positif, phénotype positif (rond gris) et 3) génotype négatif, phénotype positif (rond bleu). Ceci 

permet de déterminer les actions à prendre : surveiller le LDL-C ou traiter l’HF. Dans certains 

cas, des étiologies moléculaires alternatives doivent être explorées. 

 

 

 

 

 

5. La génétique de l’HF 

Parmi les quatre gènes principaux responsables de l’ADH (LDLR, APOB, PCSK9 et 

APOE), les mutations dans le gène LDLR sont les plus fréquentes.  En effet, plus que 80 à 85% 

des mutations causant l’ADH sont localisées dans le gène LDLR, 5 à 10% dans le gène de 

l’APOB, 2% des cas dans PCSK9 et 1% des cas dans APOE (Abou Khalil et al., 2022; Sturm 

et al., 2018). 

Bien que plus de 2 000 variants aient été signalés chez des patients atteints d’ADH, moins 

de 10 % d'entre eux ont été validés comme pathogènes par des tests fonctionnels complets in 

vitro (Chora et al., 2018). 

Les différents gènes impliqués dans l’HF sont représentés dans le tableau 3 et seront 

détaillés dans les paragraphes qui suivent. 
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Tableau 3 : Gènes associés avec l’HF (adapté (Defesche et al., 2017)) 

 

Gène Protéine 

Position 

chromosomique 

(nombre 

d’exons)  

Numéro(s) 

MIM 
Commentaires 

Mode autosomique dominant (ADH) 

LDLR Récepteur des LDL 
19p13.2 

(18) 

143890, 

606945 
Cause la plus fréquente de l'HF 

APOB 
Apolipoprotéine 

B100 (aopB100) 

2p24.1  

(29) 

144010, 

107730 

• Mutations généralement 

associées à un phénotype 

moins grave que les 

mutations du LDLR. 

• Mutations fréquentes dans 

certaines populations.  

• La variation la plus courante 

est la p.(Arg3527Gln). 

PCSK9 

Proprotéine 

convertase 

subtilisine/kexine 

de type 9 

1p32.3 

(12) 

603776, 

607786 

Les mutations « gain de 

fonction » provoquent une HF, 

tandis que les mutations « perte 

de fonction » causent une 

hypocholestérolémie. 

APOE 
Apolipoprotéine E 

(apoE) 

19q13.32 

(6) 
107741 

• Une délétion de Leu167 a été 

détectée chez des patients 

présentant un phénotype d'HF. 

• 26 nouveaux variants de l'APOE 

ont été détectés chez 5743 

proposants présentant un 

phénotype d'HF et recrutés par le 

réseau national français (Abou 

Khalil et al., 2022). 

Mode autosomique récessif 

LDLRAP1 

Protéine adaptatrice 

1 du récepteur des 

LDL 

1p36.11  

(15) 

603813, 

605747 

Les individus porteurs de deux 

mutations présentent une 

hypercholestérolémie 

autosomique récessive et ont 

souvent un phénotype moins 

sévère que les individus porteurs 

de deux mutations du LDLR. 

Les parents hétérozygotes du cas 

index ne présentent souvent 

aucun phénotype lipidique 

évident. 

ABCG 5 Stéroline 1 
2p21  

(15) 

210250, 

605459 

Les mutations provoquent une 

sitostérolémie. 

Des mutations hétérozygotes 

composites ont été observées 

chez un enfant présentant une 

hypercholestérolémie sévère. 

ABCG 8 Stéroline 2 
2p21  

(14) 

LIPA 
Lipase acide 

lysosomale 

10q23.31  

(10) 

278000, 

613497 

Des mutations provoquent une 

maladie de stockage des esters de 

cholestérol (maladie de 

Wolman). 



AZAR Yara – Thèse de Doctorat - 2022 

33 
 

Des mutations hétéroyzgotes ont 

été retrouvées  chez des patients 

diagnostiqués cliniquement avec 

un phénotype de type HF 

(Sjouke, Defesche, Randamie, et 

al., 2016). 

Une mutation homozygote qui 

affecte le site d'épissage peut 

produire un phénotype de type 

HF (Bychkov et al., 2019). 

 

 

 

5.1 Le gène LDLR 

5.1.1 Définition et Identification 

Le récepteur des lipoprotéines de basse densité (LDLr) est une glycoprotéine de la surface 

cellulaire qui joue un rôle essentiel dans le contrôle homéostatique du cholestérol sanguin en 

intervenant sur l'élimination des particules lipoprotéiques contenant du cholestérol de la 

circulation (Jeon & Blacklow, 2005).  

C’est en 1972 que le travail de Michael S. Brown et Joseph L. Goldstein a été démarré 

chez des sujets ayant des taux élevés de cholestérol sanguin et prédisposés à des maladies 

cardiaques prématurées dans le but de comprendre les mécanismes responsables de l’ADH. A 

l’époque, Khachadurian avait déjà démontré en 1964 que l'ADH existait cliniquement sous une 

forme sévère, homozygote, et sous une forme moins sévère, hétérozygote (Khachadurian, 

1964).  

L’approche de Brown et Goldstein consistait à appliquer les techniques de la culture 

cellulaire pour identifier le défaut génétique de l’ADH. Dans un premier temps, ils ont étudié 

l'activité de l'enzyme limitant la synthèse du cholestérol, l’HMG CoA réductase, en comparant 

des fibroblastes dermiques prélevés des individus normaux à des fibroblastes des patients 

ADH. Quand les fibroblastes humains normaux ont été traités avec du sérum contenant des 

faibles concentrations de LDL, ils ont observé immédiatement une régulation par rétrocontrôle 

négatif sur l’HMG CoA réductase. En revanche, les fibroblastes des patients ADH ne 

supprimaient pas cette synthèse endogène du cholestérol en présence de LDL. Le fait que la 

suppression de l'HMG CoA réductase soit spécifique des LDL et l'observation que de très 

faibles concentrations de LDL pouvaient réprimer l'activité enzymatique leur a laissé déduire 

qu'un récepteur de forte affinité est responsable de la suppression de la synthèse du cholestérol 

(Brown & Goldstein, 1986). 
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L'existence du récepteur des LDL a été formellement démontrée en 1974 lorsqu’ils ont 

radio marqué les LDL avec de l'iode 125 et ont montré que les cellules normales ont des sites 

de liaison de haute affinité pour le 125I-LDL contrairement aux cellules homozygotes des 

patients ADH (Brown & Goldstein, 1986). 

 

 

5.1.2 Structure génique et protéique 

Le gène LDLR est situé sur le bras court du chromosome 19 (19p13.1-13.3) et s’étend sur 

environ 48 kb et est formé de 18 exons et 17 introns (Hobbs et al., 1992).  

Le LDLr est une protéine de 839 acides aminés ayant un poids moléculaire de 160 KDa. 

Elle est synthétisée dans le réticulum endoplasmique (RE). Le LDLr est par la suite glycosylé 

dans l’appareil de golgi où il devient mature (Hobbs et al., 1992).  

Le LDLr est organisé en six domaines fonctionnellement distincts (Figure 4) (Brown & 

Goldstein, 1986; Galicia-Garcia et al., 2020): 

 Le peptide signal formé de 21 acides aminés et codé par l’exon 1  

 Le domaine de liaison au ligand (LDL) situé en N-terminal. Il est formé de 292 

acides aminés et codé par les exons 2 à 6  

 Le domaine homologue au précurseur de l’EGF « Epidermal Growth Factor » 

constitué de près de 400 acides aminés. Cette partie du récepteur se compose de 

deux séquences de répétitions EGF-like A et B, suivi d'un domaine YWTD 

(nommé d'après les résidus conservés tyrosine, tryptophane, thréonine et aspartate) 

appelés ß-propeller et d'une troisième séquence de répétition EGF-like C. Ces 

domaines sont nécessaires à la dissociation des ligands du récepteur dans les 

endosomes à pH acide ainsi qu’au recyclage du récepteur  

 La partie glycosylée formée de près de 58 acides aminés et codées par l’exon 15 

où s’accrochent les chaines d’oligosaccharides 

 Le domaine transmembranaire formé de près de 22 acides aminés et codé par 

l’exon 16 et une partie de l’exon 17. C’est une région faiblement conservée entre 

les espèces 

 Le domaine cytosolique C-terminal qui contient une séquence NPxY qui dirige le 

récepteur vers les puits à clathrine. Elle est formée de près de 50 acides aminés et 

codée par le reste de l’exon 17 et une partie de l’exon 18  
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Figure 4 : Illustration schématique du récepteur 

des LDL et de ses différents domains (adaptée 

(Defesche et al., 2017)) 

 
 

 

5.1.3 Mécanisme d’action 

Le récepteur des LDL est exprimé de manière ubiquitaire (Go & Mani, 2012). Son ligand 

physiologique le plus important est la particule LDL qui contient une seule apolipoprotéine, 

l’apoB100. Il est également capable de se lier à l’apoE qui est retrouvée dans les IDL, VLDL 

et HDL (Jeon & Blacklow, 2005). 

Le domaine de liaison des LDL du récepteur contient sept motifs répétés de 40 acides 

aminés contenant chacun six résidus de cystéine reliés par un pont disulfure (Hussain et al., 

1999). Après la liaison, le complexe récepteur-ligand entre dans les cellules par un mécanisme 

d’endocytose via les puits à clathrine en présence de la protéine adaptatrice ARH. Les 

complexes sont ensuite acheminés vers les endosomes, où le pH acide déclenche la dissociation 

du ligand de son récepteur. Ce dernier est ensuite recyclé à la surface cellulaire où il lie une 

nouvelle lipoprotéine (Jeon & Blacklow, 2005). Le récepteur des LDL est recyclé près de 150 

fois. Quant à la particule LDL, elle sera dégradée dans le lysosome par les hydrolases acides 

libérant des acides aminés et du cholestérol. Ce dernier 1) inhibe l’expression du gène HMGCR 

(codant la HMGCoA réductase) supprimant ainsi la biosynthèse de cholestérol, 2) augmente 
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l’activité de l’ACAT pour réduire le taux de cholestérol libre toxique, 3) inhibe l’expression 

du gène LDLR réduisant ainsi l’internalisation des LDL (Brown & Goldstein, 1986; Go & 

Mani, 2012; Marais, 2004)  (Figure 5) (Go & Mani, 2012).  

 

 

Figure 5 : Mécanisme d’action du récepteur des LDL (Jeon & Blacklow, 2005) 

L'entrée du complexe récepteur-ligand dans les cellules se fait via les puits à clathrine. Le complexe 

est ensuite acheminé vers l'endosome où le pH acide entraine la dissociation du complexe. Le 

récepteur est ensuite renvoyé à la surface de la cellule dans un processus appelé « recyclage des 

récepteurs ». 

 

 

 

5.1.4 Les mutations du LDLR 

Les mutations du gène LDLR sont responsables de 80 à 85% des cas d’ADH. Jusqu’à 

présent plus de 2000 mutations rares du LDLR ont été identifiées et environ 3500 variants sont 

décrits dans la base ClinVAR (Berberich & Hegele, 2019). Ces variations comprennent :  

 Les variations de nombre de copies du gène (Copy Number Variations « CNVs ») 

qui constituent 8 à 10% des variants rapportés. Les CNVs sont une forme de 

réarrangement structural qui comprend des délétions, des duplications et des 
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réarrangements de l’ADN d’une taille supérieure ou égale à 50 paires de base 

(Bourbon et al., 2017; Iacocca & Hegele, 2018). 

 Les mutations non-sens dans la région codante (12 à 15%) (Defesche et al., 2017).  

 Les petites insertions ou délétions dans ou à proximité de la région codante et qui 

peuvent décaler le cadre de lecture (15 à 20%) (Defesche et al., 2017). 

 Les mutations qui altèrent le site d’épissage du LDLR, se produisant dans des 

régions non codantes ou des jonctions intron-exon (8 à 10%) (Defesche et al., 

2017). 

 Les mutations faux sens (40 à 50%) qui modifient un seul résidu d’acide aminé 

(Bourbon et al., 2017).  

 

5.1.4.1 Classification des mutations du LDLR 

Les mutations du LDLR peuvent affecter toutes les étapes de l'endocytose des particules 

de LDL médiée par le récepteur et peuvent être classées en six classes fonctionnelles en se 

basant sur la présence de l’ARNm et sur les caractéristiques fonctionnelles du récepteur 

synthétisé (Berberich & Hegele, 2019): 

 Classe 1 : absence de synthèse du récepteur (allèle nul)  

 Classe 2 : libération défectueuse du récepteur du RE (allèle avec défaut de 

transport). Il y aura une perturbation dans le transport du récepteur vers la surface 

cellulaire 

 Classe 3 : liaison anormale à l'apoB (allèle avec défaut de liaison au ligand)  

 Classe 4 : regroupement défectueux des puits de clathrine et de l'internalisation du 

récepteur (allèle avec défaut d’internalisation) 

 Classe 5 : recyclage défectueux (allèle avec défaut de recyclage). Le récepteur est 

incapable de se dissocier de son ligand au pH acide du lysosome. 

 Classe 6 : défaut du ciblage initial du récepteur vers la membrane basolatérale de 

la cellule. 

Ces différentes classes hétérogènes des mutations du LDLR peuvent être regroupées en 

deux catégories (Defesche et al., 2017): 

 Les mutations qui entraînent soit l'absence de la synthèse du récepteur, soit la 

synthèse d'un LDLr totalement non fonctionnel (mutations nulles) 

 Les mutations qui entraînent la synthèse d'une certaine quantité d'un LDLr 

partiellement fonctionnel (mutations défectueuses du récepteur). 
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Les mutations les plus graves sont celles qui altèrent l'expression et la synthèse des 

protéines (par exemple, la présence d’un codon stop prématuré ou la présence d’une mutation 

du promoteur) et également les grands réarrangements, car aucune protéine fonctionnelle n'est 

produite à partir de ces allèles (allèle nul) et se caractérise par des taux plasmatiques de LDL-

C élevés. En outre, un certain nombre de mutations faux-sens ont une activité du récepteur 

inférieure à 2 % dans les essais in vitro et sont donc classées comme allèles nuls. En général, 

les sujets porteurs des mutations moins pathogènes (les mutations faux-sens et les insertions 

ou délétions sans décalage du cadre de lecture) ont des taux de LDL-C moins élevés (Bourbon 

et al., 2017; Defesche et al., 2017). 

 

 

 

5.2 Le gène APOB 

5.2.1 Définition et Identification 

L'apolipoprotéine B (apoB) est une grande glycoprotéine amphipathique qui joue un rôle 

essentiel dans le métabolisme des lipoprotéines chez l’homme (Hooper et al., 2005). 

L'apoB-100 est synthétisée par le foie et constitue un composant structurel essentiel des 

VLDL et de leurs produits métaboliques, les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL) et les 

LDL ainsi que la lipoprotéine (a) (Lp(a)) (Whitfield et al., 2004).Une forme tronquée de 

l’apoB-100 existe également. C’est l’apoB-48 qui est produite en phase post-prandiale par 

l’intestin grêle et joue un rôle essentiel dans la synthèse des chylomicrons (Whitfield et al., 

2004)  

Au milieu des années 1980, Grundy et al. ont montré que le métabolisme des LDL est 

réduit chez certains patients hypercholestérolémiques qui ne présentent pas les caractéristiques 

d’une ADH hétérozygote (Vega & Grundy, 1986). En 1987, Innerarity et al. ont démontré, à 

l'aide d'un test de liaison in vitro, la capacité réduite des LDL des patients présentant une 

hypercholestérolémie modérée à se lier aux récepteurs de LDL présents à la surface des 

fibroblastes humains normaux. Ils suggèrent ainsi que la liaison défectueuse au récepteur est 

probablement due à une variation structurelle de l'apoB-100, vue que la liaison des LDL au 

récepteur est médiée par l'apoB-100. Ce défaut de liaison entraine une hypercholestérolémie 

modérée qui a été designée comme déficit familial en apoB100 « familial defective 

apolipoprotein B100 » (Innerarity et al., 1990). 
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5.2.2 Structure génique et protéique 

Le gène APOB est localisé sur le bras court du chromosome 2 en 2p24.1 et est formé de 

28 introns et 29 exons s’étendant sur 43 kb (Innerarity et al., 1990). L’exon 26, de 7572 pb, est 

un des plus grands exons du génome humain et code plus de la moitié de l’apoB100 (Whitfield 

et al., 2004). 

Le gène APOB code les deux formes de l’apoB : l’apoB-48 et l’apoB-100 et cela par un 

mécanisme d’édition post-transcriptionnelle de l’ARNm (Whitfield et al., 2004). L’apoB est 

synthétisée sous forme d’un précurseur avec un peptide signal de 27 acides aminés. Le clivage 

de ce dernier aboutit à la production, par le foie, d’une protéine mature, l’apoB-100, de 550 

kDa, formée de 4563 acides aminés. L’apoB-100 est sécrétée avec les VLDL qui sont 

métabolisées dans la circulation en LDL. Cette forme complète de l’apoB contient le domaine 

de liaison au LDLr ce qui permet l’élimination des LDL du plasma via le LDLr hépatique 

(Welty et al., 1999). L’apoB-48 est produite dans l’intestin suite à la présence d’un codon stop 

prématuré sur le codon 2153 de l’apoB-100 qui est dû à un traitement de l’ARNm spécifique 

au tissu (Welty et al., 1999). Elle a un poids de 265 kDa et est formée de 2152 acides aminés. 

Cette forme tronquée de l’apoB est identique à la région N-terminale de l’apoB-100 

(représentant 48% de l’apoB-100) mais ne possède pas la région C-terminale de l'apoB-100 qui 

se lie au récepteur des LDL (Whitfield et al., 2004). L’apoB-48 est sécrétée avec les 

chylomicrons (Welty et al., 1999). L’apoB-100 contient donc le domaine de liaison aux 

récepteurs des LDL qui est responsable de la clairance des LDL ainsi que des VLDL et des 

IDL du plasma par le foie (Whitfield et al., 2004). Le domaine de liaison aux récepteurs des 

LDL est localisé dans le domaine C-terminal de l'apoB-100, plus précisément aux résidus 3386 

- 3396 (anciennement connus par 3359 - 3369) (site B). Ce domaine est formé de résidus 

chargés positivement qui peuvent interagir avec les régions chargées négativement du récepteur 

des LDL (Vrablík et al., 2001).  

 

 

5.2.3 Fonction de l’apoB 

L’apoB-100 contrôle les taux plasmatiques du LDL-C en assurant l’interaction entre les 

particules LDL et leur récepteur hépatique entrainant ainsi leur élimination plasmatique. De 

plus, l’apoB-100 est indispensable pour la synthèse, l'assemblage et la sécrétion des 

lipoprotéines hépatiques riches en triglycérides. De plus, elle est capable de se lier aux lipides 

et est un composé essentiel des VLDL et des LDL. Finalement, elle est capable de se lier à 
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l’héparine et à une variété de protéoglycanes retrouvées dans la paroi artérielle ce qui explique 

en partie l’athérogénicité des particules LDL (Innerarity et al., 1990). En effet, l’apoB se lie de 

façon non covalente aux glycosaminoglicanes, par interaction des charges positives 

(cationiques) qu’elle porte et les charges négatives (anioniques) portées par les 

glycosaminoglicanes tissulaires sécrétées par les CMLv de la paroi des artères. Ces interactions 

sont principalement responsables de la clairance des LDL par la paroi des artères, leur rétention 

dans la paroi et leur endocytose par les CML (Nakashima et al., 2007). 

 Notons que, contrairement aux autres apolipoprotéines, l’apoB-100 ne peut pas 

s’échanger entre les lipoprotéines et possède une structure hélicoïdale amphipathique limitée 

(Innerarity et al., 1990).  

 

 

5.2.4 Mutations de l’APOB 

Les mutations du gène APOB localisées dans la séquence codant le domaine de liaison au 

LDLr (résidus 3386-3396) sont à l'origine d'un type d’hypercholestérolémie appelé déficit 

familial en apoB-100 ou FDB (OMIM #144010) (Andersen et al., 2016). Parmi les patients 

atteints d’ADH, 5 à 10% sont porteurs de mutations du gène APOB. Ces sujets ont 

généralement un phénotype moins grave que ceux porteurs de mutations du LDLR. Les 

mutations du gène APOB sont fréquentes en Europe centrale par rapport à d’autres régions 

(Defesche et al., 2017). 

La première mutation responsable de la FDB a été identifiée en 1987 par Innerarity et al. 

Il s’agit de la p.(Arg3527Gln) également connue sous APOB3527 ou APOB3500, que l'on 

retrouve principalement chez les Européens du Nord et qui est responsable de la grande 

majorité des cas de FDB (plus de 95% des cas) (Hopkins et al., 2015; Innerarity et al., 1990). 

Une autre mutation à la même position où une arginine est substituée par un tryptophane 

(p.(Arg3527Trp)), a également été décrite et est fréquente chez les patients hyperlipidémiques 

d'ascendance chinoise (Whitfield et al., 2004). Une troisième mutation en position 3527 a été 

retrouvée dans les Pays-Bas. Il s’agit de la p.(Arg3527Leu) qui consiste en la substitution de 

l’arginine par une leucine. Ainsi cette région de l’APOB est considérée comme un « hotspot » 

pour les mutations bien que l’apoB-100 soit une large protéine de 500 KDa (Andersen et al., 

2016).  

Malgré l’identification de plusieurs autres mutations associées à l'hypercholestérolémie 

dans le gène APOB, les mutations p.(Arg3527Gln) et p.(Arg3527Trp) restent les mutations les 
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plus fréquemment responsables de la FDB (Andersen et al., 2016). Boren et al ont montré que 

l'arginine en position 3527 (ou connue aussi en position 3500) interagit avec le tryptophane en 

position 4369 et que cette interaction est essentielle pour la bonne conformation de la queue C-

terminale de l'apoB-100 (Borén et al., 2001). Ces mutations du résidu 3527 modifient un acide 

aminé crucial ce qui entraine la perturbation de cette interaction et conduit à un changement de 

conformation, une perturbation de la liaison avec le récepteur et le trouble clinique FDB 

(Figure 6) (Borén et al., 2001). Presque tous les individus porteurs de la mutation 

p.(Arg3527Gln) sont  d’origine Européenne et ont tous le même haplotype, ce qui suggère que 

tous les patients FDB ont un ancêtre commun (Myant et al., 1997). Cette mutation est 

prédominante dans les populations d'Europe centrale au nord des Alpes et des Pyrénées mais 

aussi dans les populations d’Amérique du Nord et en Australie colonisées par les Européens ce 

qui suggère son origine d'Europe centrale (Miserez & Muller, 2000). La fréquence la plus 

élevée de porteurs en Europe a été identifiée en Suisse alémanique et la fréquence la plus élevée 

au niveau mondial se trouve dans la population Amish où 12 % des personnes sont porteuses 

de la mutation (Shen et al., 2010). En outre, une étude a estimé l'âge de la la mutation à l'aide 

d'une approche combinée de génétique moléculaire et des populations à environ 6000-7000 ans 

(Miserez & Muller, 2000). 

 

Figure 6 : Structure de l’apoB 100 (Boren et al., 1998) 

Dans des situations normales, l'arginine en position 3500 interagit avec la 

région C terminale et laisse le site B (3359-3369) de l'apoB accessible pour la 

liaison au récepteur des LDL. Dans une situation pathologique tel que le cas 

de la FDB, l'apoB est mutée et l'arginine en position 3500 est modifiée, le site 

B sera masqué. Ceci empêche la liaison avec le récepteur des LDL et conduit 

à une augmentation des taux plasmatiques de LDL-C.  
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D'autres mutations ont été par la suite identifiées et associées à l’ADH (Figure 7). La 

plupart ont été identifiées par séquençage de Sanger des régions où les mutations fonctionnelles 

causant l'hypercholestérolémie ont été décrites (un fragment de l'exon 26 et un autre de l'exon 

29) (Elbitar et al., 2018). Cependant, les nouvelles techniques de séquençage (notamment le 

NGS) remplacent peu à peu le séquençage traditionnel de Sanger dans la recherche de 

mutations responsables de l’ADH. C’est le cas du séquençage du génome entier « Whole 

Genome Sequencing (WGS) » qui constitue un outil efficace dans la recherche de nouveaux 

gènes dans les maladies monogéniques. Ainsi, de nouvelles mutations dans des gènes connus 

impliqués dans l’ADH seront identifiées comme la p.(Arg50Gln) dans l’exon 3 de l’APOB, ce 

qui permettra d'améliorer le diagnostic et le traitement de la maladie et de prévenir ses 

complications cardiovasculaires (Elbitar et al., 2018). 

 

Figure 7 : Différentes mutations rapportées dans APOB, provoquant une 

hypercholestérolémie (FDB) et une hypocholestérolémie (HBLF) (Elbitar et al., 2018) 

Le gène APOB est constitué de 29 exons. Le site de liaison au récepteur des LDL décrit comme site B, 

est formé principalement des résidus 3386 - 3396 (anciennement 3359 - 3369). Les régions 3475 - 3635 

et 4363 - 4460 sont celles classiquement séquencées lors de la recherche de mutations de l’APOB dans 

l’ADH. Les mutations à l'origine de l'hypocholestérolémie familiale (HBLF) sont réparties sur toute la 

région codante et sont principalement des variants non-sens, de décalage du cadre de lecture ou 

d'épissage. Peu de mutations causant l'hypercholestérolémie (FDB) sont décrites dans une région 

particulière de l'APOB, la mutation p.(Arg3527Gln) étant la plus fréquente. D’autres mutations causales 

ont été récemment décrites, indiquées en italique, en dehors des régions classiques de l'APOB.  
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5.3 Le gène APOE 

5.3.1 Définition  

L'apoE est une apolipoprotéine majeure qui contrôle le métabolisme des lipoprotéines. 

L'apoE est exprimée dans de nombreuses cellules et organes, mais elle est surtout retrouvée 

dans le foie et dans le système nerveux central. Elle est également exprimée dans les 

macrophages, les adipocytes, la rate, les poumons, les reins, les ovaires, les nerfs périphériques 

et les muscles (Marais, 2019). Sa production généralisée révèle son importance dans diverses 

voies telles que le métabolisme des lipoprotéines, des vitamines liposolubles et du glucose, la 

transduction du signal, les métastases ou l'angiogenèse (Khalil et al., 2021). 

L’apoE est un composant des chylomicrons, des VLDL, des IDL, des LDL, des HDL et 

de la lp(a). L'apoE est un ligand du récepteur scavenger B de type 1 (SR-B1) et de tous les 

membres de la famille des récepteurs des LDL et joue ainsi un rôle important dans la clairance 

des lipoprotéines et dans le maintien de l’homéostasie tissulaire en lipides (Marduel et al., 

2013). 

 

 

5.3.2 Structure génique et protéique 

Le gène APOE est situé sur le chromosome 19 en position 19q13.32 et comprend 4 exons. 

Il code le précurseur de l’apoE formé de 317 acides aminés. Après le clivage du peptide signal 

de 18 acides aminés et la glycosylation, l'apoE mature est sécrétée sous la forme d'une protéine 

de 299 acides aminés ayant une masse moléculaire relative de 34 kDa (Khalil et al., 2021). 

L’apoE est constituée de deux domaines : le domaine amino-terminal (résidus 18 à 209) et 

le domaine carboxy-terminal (résidus 243 à 247). Le site de liaison du LDLr est situé dans le 

domaine amino-terminal aux résidus 154 à 168. Cette région est riche en arginine et en lysine, 

ce qui lui permet d’acquérir des charges positives et d’interagir avec les charges négatives du 

site de liaison du LDLr. Le domaine carboxy-terminal constitue le site de liaison aux lipides 

(Koopal et al., 2017). 
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5.3.3 Les isoformes de l’APOE 

Le locus du gène APOE comporte trois variants principaux, ε2, ε3, et ε4, qui se traduisent 

par trois génotypes homozygotes (ε2ε2, ε3ε3 (le plus fréquent) et ε4ε4) et trois hétérozygotes 

(ε2ε3, ε3ε4 et ε4ε2) (Koopal et al., 2017). Les prévalences approximatives pour E2/2, E2/3, 

E2/4, E3/3, E3/4 et E4/4 sont de 0,4%, 6,5%, 0,9%, 75,9%, 14,3% et 2,0%, respectivement 

(Khalil et al., 2021). 

L'apoE3 et l'apoE4 se lient avec la même affinité au récepteur des LDL, alors que la liaison 

de l'apoE2 est 50 à 100 fois plus faible (Marduel et al., 2013). L’apoE2 possède des cystéines 

aux résidus 130 et 176, apoE4 possède des arginines sur ces sites et apoE3 a une cystéine en 

position 130 et une arginine en position 176. Ces substitutions modifient les propriétés 

moléculaires des isoformes et notamment la liaison au LDLr où l'isoforme ε2 se lie avec une 

très faible affinité (Goldberg et al., 2020). En effet, la présence de la cystéine en position 158 

de l’isoforme ε2 perturbe le pont disulfure en position 168 de la protéine mature qui est 

nécessaire pour la liaison de l’apoE au récepteur des LDL, ce qui explique la baisse d’affinité 

au LDLr (<2%) (Marduel et al., 2013). Cette baisse de l’affinité se traduit par une réduction du 

catabolisme des lipoprotéines contenant de l'apoE et entraîne l'accumulation des remnants des 

lipoprotéines dans le plasma (Cenarro et al., 2016).  

Le phénotype apoE2/E2 a été associé à l'hyperlipoprotéinémie de type III, une forme 

récessive d'hyperlipidémie mixte entraînant des taux élevés de cholestérol total et de TG 

(Goldberg et al., 2020).  Plusieurs mutations rares ont été décrites comme étant associées à un 

mode de transmission dominant de l'hyperlipoprotéinémie de type III, le degré de pénétrance 

dépendant du type de la mutation (Cenarro et al., 2016). 

L’isoforme E4 est associé à des taux élevés d’apoB, de CT, de LDL-C et de remnants de 

cholestérol et cela est dû à l’augmentation de la production de VLDL et à l’activité lipolytique 

plus élevée de cet isoforme par rapport à l’E3. Ces taux élevés pourraient être expliqués aussi 

par le fait que les porteurs de l’isoforme E4 accélèrent l’absorption des VLDL conduisant à 

une régulation négative du récepteur des LDL et par conséquent à une augmentation des taux 

de LDL plasmatique (Khalil et al., 2021). 

Outre les trois isoformes majeurs apoE2, E3 et E4, trois isoformes mineures apoE ont été 

observées par focalisation isoélectrique. Ce sont les isoformes E1, E5 et E7, chacun présentant 

plusieurs variations de leur séquence nucléotidique avec différentes substitutions d'acides 

aminés (Khalil et al., 2021).  
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5.3.4 Mutations du gène APOE 

De rares mutations dans le gène APOE (Figure 8) ont été associées à différentes 

dyslipidémies telles que la dysbêtalipoprotéinémie familiale (type III) (OMIM# 617347), 

l'hyperlipidémie combinée familiale (type IIb) (OMIM # 144250), l’ADH (type IIa), 

l’hypertriglycéridémie (HTG, type IV et V), la glomérulopathie lipoprotéique (OMIM 

#611771), le syndrome des histiocytes bleu de mer (OMIM #269600) ou la maladie 

d'Alzheimer à début tardif (OMIM # 104310) (Khalil et al., 2021).  

 

 

Figure 8 : Distribution des variants du gène APOE dans la protéine apoE                      
(Khalil et al., 2021) 

DH : Hypercholestérolémie autosomique dominante ; FCHL : Hyperlipidémie familiale combinée; 

FD : Dysbêtalipoprotéinémie familiale ; HTG : Hypertriglycéridémie ; LPG : Glomérulopathie 

lipoprotéique  
 

 

 

En ce qui concerne la relation entre les variants de l’APOE et l’ADH, deux variants qui 

co-ségrégent dans des familles hyperlipidémiques ont été décrits : p.(Arg163Cys) (Wintjens et 

al., 2016) et p.(Leu167del) (Marduel et al., 2013). 

En 2013, Marduel et al. ont étudié une grande famille atteinte d’HF mais sans aucune 

mutation dans les gènes LDLR/APOB/PCSK9. Grâce à la cartographie du génome entier et à 

l'analyse des gènes candidats, ainsi qu’au séquençage de l’exome entier (exome sequencing), 

ils ont identifié la mutation p.(Leu167del) dans le gène APOE chez les membres affectés. Cette 

mutation n'a pas été retrouvée chez 220 témoins, en accord avec Faivre et al. qui avaient étudié 

50 témoins français, indiquant qu’il ne s’agit pas d’un polymorphisme fréquent (Marduel et al., 

2013). 

De plus, le séquençage du gène APOE dans un échantillon de 153 proposants 

hyperlipidémiques n’ayant pas de mutations dans les gènes LDLR/APOB/PCSK9 a révélé la 
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présence de deux mutations, la p.(Leu167del) et la p.(Arg269Gly) dans deux familles 

françaises (Marduel et al., 2013). 

La mutation p.(Leu167del), anciennement appelée ΔL149, est une délétion de 3 pb (sans 

décalage dans le cadre de lecture) qui entraîne la perte d'une leucine en position 167 dans la 

région de liaison au récepteur de l'apoE. Elle a été déjà associée au syndrome des histiocytes 

bleu de mer (splénomégalie, thrombocytopénie) chez deux proposants non apparentés 

présentant une légère hypertriglycéridémie qui s'est aggravée après une splénectomie (Nguyen 

et al., 2000). Elle a également été retrouvée chez 3 familles atteintes d’une hyperlipidémie 

familiale combinée (Solanas-Barca et al., 2012). 

Quant à la p.(Arg269Gly), elle a été signalée précédemment chez un proposant présentant 

une hyperlipoprotéinémie de type IIb qui se distingue de l'ADH par des taux élevés de 

triglycérides plasmatiques (Wardell et al., 1991). Elle n’a pas été retrouvée chez 500 témoins 

français et est prouvée délétère d’après les bases de données (Marduel et al., 2013).  

Awan et al. ont également identifié la mutation p.(Leu167del) chez un sujet atteint d'ADH 

(Awan et al., 2013). Le phénotype de l’ADH relié à cette mutation est plus léger que celui 

associé à des mutations du LDLR. De plus, il n’est pas accompagné des xanthomes tendineux 

et a une prévalence plus faible de maladies cardiovasculaires. La fréquence de la p.(Leu167del) 

est de 1% dans la population espagnole alors qu’elle est absente chez 125 patients ADH 

d’origine européenne, ne portant pas des mutations des gènes connus (Cenarro et al., 2016; 

Futema et al., 2014). 

 Ainsi, l'identification de la mutation p.(Leu167del) comme élément causal de l’ADH dans 

deux familles différentes a montré que le gène APOE doit être pris en considération lors du 

diagnostic moléculaire de l’ADH. Cela est possible avec l'utilisation progressive du séquençage 

de nouvelle génération (NGS). D'autres études sont nécessaires pour déterminer le spectre 

d'implication de l'APOE dans divers troubles lipidiques, notamment l'ADH, afin d'améliorer le 

diagnostic clinique et génétique, le pronostic et la prise en charge des patients (Khalil et al., 

2021). 
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5.4 Le gène PCSK9 

5.4.1 Définition et Identification 

Le gène PCSK9 codant le 9ème membre de la sous-famille des proprotéines convertases 

(Proprotein Convertase Subtilisin Kexin 9) est le 3ème gène impliqué dans l’ADH (Abifadel et 

al., 2003). Il était anciennement désigné NARC1 pour Neural Apoptosis Regulated Convertase 

1  (Seidah et al., 2003). Il a été identifié grâce à une approche de clonage positionnel dans de 

grandes familles françaises hypercholestérolémiques (Abifadel et al., 2003). Les proprotéines 

convertases sont des enzymes responsables de la maturation protéolytique de précurseurs 

protéiques lors de leur processus sécrétoire tels que les neuropeptides, les prohormones, les 

cytokines, les facteurs de croissance, les récepteurs et les protéines de surface cellulaire 

(Abifadel et al., 2014). 

L'existence d'un grand niveau d'hétérogénéité génétique dans l'ADH et l'implication d'un 

troisième locus nommé HCHOLA3 (anciennement FH3 ; OMIM 603776) ont été rapportés par 

notre équipe. En effet, grâce au Réseau National de Recherche sur les Hypercholestérolémies 

familiales, des familles atteintes d'hypercholestérolémie ont été recrutées dans plusieurs 

régions de France. Après l'exclusion des gènes LDLR et APOB, une stratégie de clonage 

positionnel a été utilisée pour identifier la région génétique liée à la maladie.  En utilisant cette 

approche génétique classique, HCHOLA3 a été cartographié à 1p34.1-p32 dans une famille 

française multiplex (HC2) (Varret et al., 1999). Un an plus tard, Hunt et al. ont confirmé cette 

localisation dans une famille ADH originaire de l'Utah (Hunt et al., 2000). L'analyse de la 

ségrégation, la cartographie génétique et les études de séquençage réalisées ont permis 

d'exclure plusieurs gènes et d'affiner les limites de la région grâce à l'identification d'une 

nouvelle famille française présentant une liaison génétique au même locus HCHOLA3 

(Abifadel et al., 2003). Des études approfondies de séquençage de plusieurs gènes candidats 

exprimés dans le foie a permis d’identifier, dans deux familles ADH françaises, une mutation 

commune, p.(Ser127Arg), dans le gène PCSK9 et une autre mutation, p.(Phe216Leu), dans une 

troisième famille française atteinte d’ADH (Abifadel et al., 2003). Ainsi il y a eu rupture du 

paradigme (existence de 3 gènes et non 2 impliqués dans l’ADH) et identification d’un acteur 

totalement inconnu du métabolisme du cholestérol. PCSK9 a été caractérisée par Seidah et al. 

en 2003 et il a été désigné NARC1 (« Neural Apoptosis Regulated Convertase 1 ») puisque son 

ADNc fut cloné suite à sa surexpression dans des neurones en apoptose induite par une 

privation en sérum (Seidah et al., 2003). 
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5.4.2 Structure génique et protéique 

Le gène PCSK9 est localisé sur le chromosome 1 en position 1p32.3 et est formé de 12 

exons transcrits en un ADNc de 3617 pb. Il code une glycoprotéine de 692 acides aminés 

(Abifadel et al., 2003). PCSK9 est surtout exprimée dans le foie, l'intestin, les reins et le 

système nerveux (Abifadel et al., 2014). 

La structure du PCSK9 est caractérisée par la présence d’un peptide signal (résidus : 1-

30), d’un prodomaine (résidus 31-152), d’un domaine catalytique, et d’une région C-terminale 

de 243 acides aminés riche en cystéine et en histidine (Abifadel et al., 2014). 

La PCSK9 est synthétisée sous forme d’une pro-enzyme inactive et contient une triade de 

résidus (Asp-186, His-226 et Ser-386) qui sont nécessaires à son activité catalytique. La forme 

précurseur d'environ 74 kDa subit un clivage auto-catalytique dans le RE, ce qui produit un 

fragment catalytique d'environ 60 kDa. Le clivage auto-catalytique du zymogène dans le RE 

est essentiel pour sa sécrétion. La structure cristalline de PCSK9 montre que le prodomaine 

clivé d'environ 14 kDa reste associé au domaine catalytique, bloquant le site catalytique de 

PCSK9, ce qui pourrait expliquer pourquoi aucune autre activité protéolytique n'a été rapportée 

pour cette protéine. La forme mature et sécrétée de 60 kDa est clivée par les proprotéines 

convertases, notamment la furine et/ou la proprotéine convertase (PC) C5/6A (PC5/6A), au 

motif RFHR↓218 en un fragment inactivé ou moins efficace d'environ 53 kDa (Figure 9) 

(Abifadel et al., 2014).  



AZAR Yara – Thèse de Doctorat - 2022 

49 
 

 

Figure 9 : Structure et modifications post-traductionnelles de PCSK9 (Abifadel et al., 

2014) 

 

 

 

5.4.3 Fonctions de PCSK9 

5.4.3.1 Fonction hépatique 

PCSK9 n’a aucune activité protéolytique sauf envers elle-même et l’association du 

prodomaine avec PCSK9 résulte d’un complexe bioactif stable puisque le prodomaine est 

généralement un inhibiteur puissant de l’activité protéase des PCs (Figure 10) (Saavedra et al., 

2013).  
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Figure 10 : Structure cristalline de la PCSK9 humaine (Cunningham et al., 2007) 

(a) Interface entre le prodomaine (ruban vert) et le domaine catalytique (jaune). Le domaine C-terminal 

est représenté en cyan. (b) Vue tournée de 90° montrant le site catalytique bloqué par le prodomaine 

(encadré noir). (c) Vue rapprochée du site catalytique. La triade Ser386-His226-Asp186 de PCSK9 

(jaune). Les résidus P5-P1 du propeptide sont représentés en vert. Les liaisons hydrogène sont dessinées 

sous forme de lignes pointillées avec les distances (A˚).  

 

 

Seidah et al. ont réalisé plusieurs tests dans lesquels ils ont pré-incubé l’enzyme PCSK9 

dans toutes sortes de tampons pour déclencher la séparation du prodomaine inhibiteur du site 

catalytique. Dans tous les cas, l'élimination du prodomaine conduisait à l'agrégation de la 

PCSK9 (Cunningham et al., 2007; Seidah, 2021). Ainsi, le complexe prodomaine-PCSK9 est 

mort du point de vue enzymatique, et il exerce ses fonctions envers le LDLr par un mécanisme 

non enzymatique (Cunningham et al., 2007). 

PCSK9 dégrade le LDLr indépendamment de son activité catalytique en faisant intervenir 

des voies principalement extracellulaires et éventuellement intracellulaires. La PCSK9 pourrait 

agir dans le compartiment post-RE, où elle pourrait cibler le LDLr pour le dégrader dans les 

lysosomes. PCSK9 se lie au domaine EGF-A du LDLr présent à la surface cellulaire. Le site 

de liaison au récepteur se trouve à la surface de PCSK9 qui est formé principalement par les 

résidus 367-381. Les interactions clés avec l'EGF-A sont réalisées par l’arginine en position 

194 et par l’acide aspartique en position 238 de PCSK9. Le complexe PCSK9-LDLr est par la 

suite internalisé et dirigé vers les endosomes/lysosomes ou il devient plus stable à cause du pH 

acide de l’endosome. Ceci empêche la libération du récepteur et favorise sa dégradation du 

niveau du lysosome. Ainsi, PCSK9 fonctionne comme une protéine chaperonne qui empêche 

le recyclage des récepteurs LDL et/ou cible les récepteurs LDL pour qu’ils soient dégradés par 

les lysosomes (Figure 11) (Abifadel et al., 2014; El Khoury et al., 2017).  Le site majeur de 

liaison entre PCSK9 et le récepteur du LDLr se situe entre le domaine catalytique de PCSK9 

et le domaine EGF(A) de LDLr, cependant une interaction faible se fait également entre le 
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prodomaine de PCSK9 au niveau de la leucine en position 108 et le domaine β-propeller de 

LDLr au niveau de la leucine en position 626 (Lo Surdo et al., 2011). 

 

 

Figure 11 : Impact du PCSK9 sur le récepteur des LDL et le mécanisme d'action des 

inhibiteurs de PCSK9 (El Khoury et al., 2017) 

Le LDLr et PCSK9 sont synthétisés et sécrétés. PCSK9 sécrétée se lie au domaine EGF-A du LDLr à 

la surface cellulaire, et le complexe PCSK9/LDLr sera internalisé dans les compartiments 

endosomal/lysosomal. L’affinité du complexe PCSK9/LDLr est accrue dans l'endosome en raison d'une 

acidité plus élevée. Ceci empêche le recyclage des récepteurs LDLr, réduit leur nombre à la surface des 

cellules et entraine leur dégradation. Immédiatement, après une injection d'un anticorps anti-PCSK9, 

l'anticorps se lie à la PCSK9 libre circulante et réduit sa concentration plasmatique. Il en résulte une 

réduction de la dégradation du LDLr dans les lysosomes. Ainsi, le nombre de LDLr à la surface des 

cellules augmente réduisant ainsi la concentration plasmatique du LDL-C.  

 

 

 

5.4.3.2 Fonctions extra hépatiques 

Au-delà de son rôle dans la régulation du métabolisme du cholestérol via le LDLr 

hépatique, des études in vitro et in vivo ont suggéré que la PCSK9 est impliquée dans divers 

processus physiologiques (Stoekenbroek et al., 2018). En effet, la PCSK9 est exprimée par 

différents organes et exerce un rôle différent selon l’organe.  
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5.4.3.2.1 Action de la PCSK9 dans le tractus gastro-intestinal 

PCSK9 est exprimée dans l’intestin chez l’homme selon des études des biopsies 

intestinales humaines et des lignées cellulaires intestinales. Cependant, PCSK9 n’est pas 

détectée dans le sang périphérique ou dans la veine porte ce qui indique que PCSK9 pourrait 

agir uniquement de manière autocrine ou paracrine après sa production par les entérocytes et 

n'atteint pas la circulation (Stoekenbroek et al., 2018). PCSK9 pourrait être impliquée dans 

l'excrétion trans-intestinale du cholestérol, connue sous le nom de TICE, une voie 

complémentaire de l’excrétion biliaire qui permet l’élimination du cholestérol dans la lumière 

intestinale et qui implique plusieurs protéines (ABCG5/8, ABCB1, Niemann-Pick C1 like 

proteine 1 et le LDLr) (Le May et al., 2013). Chez la souris, la TICE contribue à environ un 

tiers de la perte totale de stérol fécal (van der Veen et al., 2009). En effet, Le May et al. ont 

montré que les souris Pcsk9 -/- ont une augmentation de cette voie métabolique sans 

modification de la prise alimentaire quotidienne ou de l'absorption intestinale du cholestérol, 

tandis que l'injection intraveineuse de la PCSK9 recombinante réduit rapidement la TICE (Le 

May et al., 2013). Dans les cellules CaCo-2, une lignée cellulaire d'entérocytes humains, 

PCSK9 augmente le niveau cellulaire ainsi que la sécrétion des apoB riches en triglycérides. 

(Le May et al., 2009). PCSK9 diminue l’expression des LDLr dans les entérocytes mais 

augmente l'expression et la stabilité de l'ARNm de l'apoB ainsi que les niveaux d'enzymes 

génératrices de lipides (l'acide gras synthase, la stéaroyl-CoA désaturase et la diglycéride 

acyltransférase 2) (Rashid et al., 2014). De plus, PCSK9 favorise l'interaction entre l’apoB48 

et la protéine de transfert des triglycérides (MTP) pendant l'absorption des lipides (Rashid et 

al., 2014). Cependant, la déficience en PCSK9 entraîne une diminution de la sécrétion d'apoB, 

des chylomicrons de grande taille et une accélération de la clairance au niveau du foie (Le May 

et al., 2009). Cela permet de conclure que PCSK9 contrôle le niveau d'expression des LDLr 

dans les entérocytes, ce qui affecte l'excrétion et l'absorption du cholestérol. 

 

5.4.3.2.2 Action de la PCSK9 sur la lipémie postprandiale 

Il a été démontré que les souris déficientes en PCSK9 (Pcsk9 -/-) présentent une lipémie 

réduite. D'une part, certaines données soutiennent une action directe de PCSK9 à l'intérieur de 

l'entérocyte pour contrôler la sécrétion d'apoB48 et des chylomicrons. D'autre part, la clairance 

hépatique des lipoprotéines riches en TG est augmentée chez les souris Pcsk9 -/- (Le May et 

al., 2009). Il a été par la suite démontré que la lipémie postprandiale chez la souris dépend de 
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l'expression de Pcsk9 circulante et non régionale dans l'intestin (Garçon et al., 2020). En effet, 

les souris Pcsk9 -/- au niveau de l'intestin n’ont pas une lipémie postprandiale diminuée, alors 

que la surexpression de la PCSK9 hépatique entraine une augmentation des taux plasmatiques 

de PCSK9 et une exacerbation de la lipémie postprandiale et son inhibition par un anticorps 

monoclonal réduit cette lipémie postprandiale. Ainsi, c’est la PCSK9 plasmatique dérivée du 

foie qui est le régulateur clé de la lipémie postprandiale via son effet sur les LDLr, car cette 

action est inhibée chez les souris déficientes en Ldlr (Garçon et al., 2020). 

De plus, les concentrations de PCSK9 sont stables lors d'une charge aiguë en graisses et 

n'augmentent que sous un régime riche en graisses de longue durée (Cariou et al., 2013). Des 

études sur des sujets porteurs de mutations perte de fonction dans le gène PCSK9 ont montré 

que ces derniers présentent des taux réduits de TG, d’apoB48 et d’apoB total à jeun et en 

période postprandiale (Ooi et al., 2017). 

 

5.4.3.2.3 Action de la PCSK9 sur le pancréas et risque de diabète 

Il a été démontré que la fréquence du diabète de type 2 chez les patients atteints d’ADH 

est plus faible que chez leurs apparentés normocholestérolémiques (Besseling et al., 2015). De 

plus, le LDLr est abondamment exprimé par les cellules β pancréatiques chez l'homme, la 

souris et le rat, où il joue un rôle clé dans l'absorption du LDL plasmatique. L'homéostasie du 

cholestérol est cruciale pour la fonction et la survie des cellules β.  L'accumulation excessive 

de cholestérol entraîne une réduction significative de la capacité des îlots de Langerhans à 

sécréter de l'insuline en réponse au glucose, et l'exposition prolongée à des niveaux élevés de 

LDL ou VLDL pourrait également être mortelle pour les cellules β (Da Dalt et al., 2019). Une 

augmentation de l'expression du LDLr et de la teneur en cholestérol a été observée dans le 

pancréas de souris déficientes en Pcsk9 ce qui suggère également un rôle potentiel de la 

protéine dans ce tissu (Mbikay et al., 2010). En effet, l'expression accrue des récepteurs des 

LDL médiée par l'inhibition de PCSK9 pourrait inhiber la sécrétion de l’insuline stimulée par 

le glucose et augmenter légèrement le risque du diabète de type 2 (Stoekenbroek et al., 2018). 

Cependant, l’inhibition thérapeutique n'a pas augmenté le risque du diabète de type 2 dans un 

essai clinique à grande échelle (Sabatine et al., 2017). 

D’autre part, les études de cohortes ont montré que le taux plasmatique de PCSK9 serait 

positivement associé à l’index de résistance à l’insuline (HOMA) (Lakoski et al. 2009 ; Baass 

et al. 2009). El Khoury et al. ont montré, dans une cohorte de patients diabétiques de type 2 

((DIABHYCAR, N=3137), que le taux plasmatique de PCSK9 était positivement associé au 
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risque de survenue d’événements CV et pas à la mortalité CV (El Khoury et al., 2018). En 

revanche, cette association n’a pas été trouvée dans une autre cohorte de 1468 patients atteints 

de diabète de type 2 (SURDIAGENE) mais qui, contrairement aux sujets de la première 

cohorte, étaient caractérisés par un risque CV élevé et recevaient de l’insuline et des statines. 

Cette inconsistance dans les résultats entre les deux cohortes serait due au niveau du risque CV 

de base chez les sujets des deux cohortes ainsi qu’à leur traitement (El Khoury et al., 2018). 

 

5.4.3.2.4 Action de la PCSK9 sur les reins 

Le rein a été l'un des premiers tissus connus pour exprimer la protéine PCSK9 (Seidah et 

al., 2003). Des études in vitro réalisées sur des cellules HEK293 ont indiqué que la PCSK9 

cible les trois sous-unités du canal sodique épithélial. Cependant, une activité réduite de la 

PCSK9 n'est pas associée à des modifications de la pression artérielle (Berger et al., 2015; 

Sharotri et al., 2012). De plus, des données indiquent qu'il existe une interaction mutuelle entre 

le foie et le rein et qui régule spécifiquement l'expression rénale des LDLr. En effet, la baisse 

de l’expression rénale des LDLr protège le rein du stockage des lipides et ainsi de l'induction 

ultérieure de la fibrose rénale (Wu et al., 2020, p. 9). Il semble que dans certaines conditions, 

le rein transmet des signaux au foie qui augmente la sécrétion de PCSK9, ce qui affecte et 

réduit l'expression des LDLr dans les reins. C’est le cas des podocytes endommagés par le 

sérum néphrotoxique ou par l’hypercholestérolémie ce qui stimule l’expression de la PCSK9 

hépatique induisant ainsi la dégradation des LDLr au niveau des reins et empêchant 

l’accumulation des lipides (Haas et al., 2016). 

 

5.4.3.2.5 Action de la PCSK9 dans le cerveau 

PCSK9 également appelée NARC-1 « neural apoptosis regulated convertase-1 » attire 

l’attention sur la corrélation entre l'induction de l'expression de l'ARNm de NARC-1 et 

l'apoptose neuronale, un processus naturel impliqué dans le développement normal (Schlüter 

et al., 2020). PCSK9 est transitoirement exprimée dans les neurones du télencéphale du cerveau 

embryonnaire (Seidah et al., 2003). La surexpression de NARC-1 dans les cellules primaires 

du télencéphale embryonnaire obtenues à partir d’embryons de souris de 13,5 jours entraîne un 

pourcentage plus élevé de neurones différenciés (Seidah et al., 2003). De plus, dans un modèle 

d'embryon de poisson zèbre, le knockdown de l'ARNm de Pcsk9 en utilisant des 

oligonucléotides antisens a entraîné la perte de structures du système nerveux central et a abouti 

à la létalité (Poirier et al., 2006). Toutes ces constatations suggèrent que PCSK9 joue un rôle 
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critique au moins dans les premières phases de la différenciation neuronale. Cependant, chez 

des souris déficientes en Pcsk9, il n’y avait pas une déstructuration neuronale et une femme 

porteuse d’une mutation perte de fonction sur les deux allèles de PCSK9 avait fait des études 

supérieures, ce qui suggère que PCSK9 n'est pas crucial pour le développement du cerveau 

chez l'homme (O’Connell & Lohoff, 2020). Il a été démontré par l’étude REGARDS que les 

résultats des tests neurocognitifs ne différaient pas entre 241 porteurs d'une variation perte de 

fonction de PCSK9 et 10 454 témoins (Mefford et al., 2018). Le rôle de PCSK9 dans le système 

nerveux central est controversé. Une étude réalisée par Zimetti et al. a montré que les niveaux 

de PCSK9 étaient plus élevés dans le liquide céphalo-rachidien provenant de 30 patients 

atteints de la maladie d'Alzheimer que dans le liquide provenant de 30 témoins appariés pour 

l'âge et le sexe (Zimetti et al., 2017, p. 9). Une autre étude a suggéré que les niveaux de PCSK9 

dans le liquide céphalorachidien sont augmentés dans les troubles neurodégénératifs et qu'ils 

sont positivement corrélés avec les biomarqueurs de la maladie d'Alzheimer (la protéine tau 

totale et la protéine tau phosphorylée) (Courtemanche et al., 2018). Il a été suggéré que PCSK9 

a un effet pro-apoptotique conduisant ainsi à une maladie neurodégénérative et qu’elle participe 

au clivage de la protéine précurseur de l'amyloïde en dégradant le site β de l'enzyme 1 de 

clivage de la protéine précurseur de l’amyloïde (BACE1) (Stoekenbroek et al., 2018). 

Cependant, certaines études ont rapporté des résultats opposés (Liu et al., 2010). Des études 

ont été réalisées afin de détecter l’effet des inhibiteurs de PCSK9 sur la fonction cognitive. Les 

résultats ont montré que les anticorps monoclonaux n’avaient pas d’effets négatifs sur la 

fonction neurocognitive  (Giugliano et al., 2017; Harvey et al., 2018). Des études de suivi à 

long terme sont nécessaires pour tirer des conclusions définitives sur la fonction de PCSK9 

dans le système nerveux central. 

 

5.4.3.2.6 Action de la PCSK9 sur le cœur 

Des observations sur des modèles animaux ont confirmé l'expression de PCSK9 dans les 

cardiomyocytes différenciés en phase terminale (Schlüter et al., 2017). En outre, des études 

récentes ont révélé les associations possibles entre les maladies cardiaques et PCSK9, 

indépendamment de la régulation du cholestérol. L'expression accrue de PCSK9 après un 

infarctus aigu du myocarde, déclenchée par l'hypoxie et les processus inflammatoires en cours, 

entraîne l'activation d'une apoptose excessive au niveau des cellules cardiaques ce qui entraîne 

des lésions du muscle cardiaque (Ding, Wang, et al., 2018). L’action négative de PCSK9, 

notamment sur le remodelage du cœur ou l’augmentation de la taille de l’infarctus implique la 
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protéine 1 liée aux récepteurs des lipoprotéines de basse densité (LRP-1 ou low density 

lipoprotein receptor-related protein 1), le récepteur cible de PCSK9 dans le cœur ischémique 

(Potere et al., 2019). Les inhibiteurs de PCSK9 dans des modèles de rats se sont avérés avoir 

un rôle cardioprotecteur dans la réduction de la taille de l'infarctus, de l'apoptose et des 

arythmies et dans l’amélioration de la contractilité des cardiomyocytes (Palee et al., 2019). 

 

5.4.3.2.7 PCSK9 et risque de cancer 

En ce qui concerne le cancer, le cholestérol joue un rôle clé dans différents processus 

métaboliques cellulaires, en particulier au niveau des étapes anaboliques telles que la 

croissance et la division cellulaire qui sont essentielles pour la croissance et la métastase des 

tumeurs (Seidah, 2021). A part son rôle dans l’homéostasie du cholestérol, PCSK9/NARC1 

pourrait être impliqué dans la prolifération cellulaire et l’apoptose (Seidah et al., 2003). En 

effet, le traitement des cellules HepG2 par la PCSK9 recombinante affecte l’expression de 

plusieurs gènes impliqués dans le cycle cellulaire et/ou la croissance cellulaire 

indépendamment de son effet sur l'internalisation du cholestérol.  Le rôle physiologique de 

PCSK9 dans la prolifération cellulaire a été démontré chez la souris où l'expression de PCSK9 

dans le foie a été induite après une hépatectomie partielle (Seidah et al., 2003). Par contre, les 

souris déficientes en PCSK9 présentent une prolifération hépatocytaire altérée et une apoptose 

accrue après une hépatectomie partielle (Zaid et al., 2008).  

De plus, dans des conditions pathologiques comme le cancer, il a été rapporté que la 

déficience en PCSK9 réduit les métastases hépatiques du mélanome (X. Sun et al., 2012) et 

que la PCSK9 augmente la métastase des cellules dérivées du mélanome dans les cellules 

épithéliales du poumon (Suh et al., 2021). De plus, les variants perte et gain de fonction de 

PCSK9 sont associés à une incidence plus faible et plus élevée du cancer du sein, 

respectivement (Nowak & Ärnlöv, 2018). En conséquence, il a été suggéré que l'expression de 

la PCSK9 pourrait être un biomarqueur précieux pour le pronostic clinique de certains types 

de tumeurs malignes, notamment le carcinome hépatocellulaire, le cancer de l'estomac, du rein, 

du pancréas et du sein. Différentes études ont ainsi montré l’implication de la PCSK9 dans le 

développement du cancer et ces processus peuvent être reliés à la réduction des niveaux de 

LDLr et/ou d'autres récepteurs à la surface des cellules et à la modulation de la disponibilité 

des lipides dans les tumeurs ainsi qu’à la capacité de la PCSK9 à augmenter les taux circulants 

de LDL-C (Seidah, 2021). Cela pourrait éventuellement conduire au développement de 

nouvelles approches thérapeutiques ciblant PCSK9, ce qui pourrait améliorer considérablement 
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la thérapie anticancéreuse, seule ou en association avec les traitements actuellement 

disponibles (Bhattacharya et al., 2021). 

 

5.4.3.2.8 PCSK9 et risque d’infection 

Des liens potentiels ont été trouvés entre la fonction de la PCSK9 et l'invasion ou la 

prolifération d'agents infectieux. Récemment, une étude a montré que dans les cultures 

cellulaires, l'infection par le virus de la dengue augmente l'expression de l'ARNm de PCSK9 

dans les hépatocytes, réduisant ainsi les niveaux du LDLr au niveau de la surface cellulaire et 

l'absorption du LDL-C, ce qui entraîne une augmentation de la synthèse de novo du cholestérol 

par la voie SREBP-2. Le virus de la dengue exploite ce mécanisme pour l'emballage viral (Gan 

et al., 2020).  

Plusieurs études suggèrent un lien entre PCSK9 et l'infection par le virus de l'hépatite C 

(HCV). Par exemple, en modulant l'expression du LDLr, la PCSK9 pourrait affecter l'entrée 

du HCV dans les cellules du foie via l’interaction des particules lipovirales avec l’apoE et 

l’apoB (Mazumdar et al., 2011). En plus de ses effets sur le LDLr, la PCSK9 diminue 

l'expression de CD81, une protéine de la surface cellulaire qui favorise l'entrée du HCV dans 

l'hépatocyte (Labonté et al., 2009). Ceci a été démontré par le pré traitement des lignées 

hépatiques HuH7 avec de la PCSK9 recombinante qui inhibe l’infection par le HCV de manière 

dose dépendante, tandis que l’expression de CD81 était augmentée chez des souris déficientes 

en Pcsk9 (Labonté et al., 2009). En revanche, l’utilisation de l’alirocumab n’affecte pas le 

niveau d’expression de CD81 ni l’entrée des particules virales dans les cellules HuH7, ce qui 

suggère que l’inhibition de la PCSK9 circulante n’est pas reliée au risque d’infection par le 

HCV (Ramanathan et al., 2016).  

Les parasites sont des organismes qui ont besoin de cholestérol pour se développer 

correctement. Comme ils n'ont pas la capacité de le synthétiser de novo, ils utilisent le 

cholestérol de l'hôte (Mbikay et al., 2007). Arama C et al. ont révélé dans un groupe de 752 

enfants maliens que ceux qui étaient porteurs du polymorphisme gain de fonction 

p.(Glu670Gly) dans PCSK9 étaient sujets à une évolution plus sévère du paludisme (Arama et 

al., 2018). Alors que Fedoryak O et al. ont montré que les mutations perte de fonction de 

PCSK9 étaient associées à une réduction de la mortalité au cours du paludisme (Hindawi, s. d.)  
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5.4.3.2.9 PCSK9 et inflammation 

Les processus inflammatoires jouent un rôle important dans la physiopathologie de 

l'athérosclérose. La PCSK9 est capable d'induire l'expression de cytokines pro-inflammatoires 

telles que le facteur de nécrose tumorale (TNF-), l'interleukine-1 (IL-1) ou l'interleukine-6              

(IL-6). De plus, elle augmente les translocations des facteurs de transcription des gènes des 

cytokines pro-inflammatoires dans le noyau cellulaire et réduit la formation de cytokines                 

anti-inflammatoires dans les macrophages (Ricci et al., 2018). De même, les concentrations 

plasmatiques de PCSK9 augmentent également 12 à 24 heures après un syndrome coronarien 

aigu et sont positivement corrélées au degré d’inflammation mesuré par la protéine C-réactive 

à haute sensibilité (hs-CRP), ainsi qu'au nombre de globules blancs et au taux de fibrinogène 

(Gencer et al., 2016; S. Li et al., 2014). Il a été également montré que le lipopolysaccharide 

(LPS) augmente l’expression de la PCSK9 hépatique et rénale chez la souris, ce qui favorise la 

dégradation du récepteur des LDL et conduit à une augmentation du taux plasmatique de LDL 

(Feingold et al., 2008). L’une des premières méta-analyses réalisées sur l’effet des inhibiteurs 

de PCSK9 sur le processus inflammatoire n'a pas montré de corrélation entre ces médicaments 

et la concentration de la CRP (Cao et al., 2018). Cependant, une étude a révélé les effets 

bénéfiques de l'inhibition de la PCSK9 à l'aide de siARN sur la diminution des concentrations 

de cytokines pro-inflammatoires telles que l'IL-1, l'IL-6 et la TNF- (Tang et al., 2012). Ainsi, 

les effets bénéfiques de l’inhibition de PCSK9 restent à élucider. 

 

5.4.3.2.10 PCSK9 et activation plaquettaire 

La thrombose dans la circulation artérielle est la principale cause pathologique des 

maladies artérielles thrombotiques comme le syndrome coronarien aigu et l'accident vasculaire 

cérébral ischémique. L’une des principales étapes qui accompagnent les maladies artérielles 

thrombotiques est l’activation plaquettaire. Cette dernière est associée à certaines pathologies 

telles que l’athérosclérose et l’hyperlipidémie (Qi et al., 2021). Une étude a démontré que 

PCSK9 augmente directement l'activation plaquettaire, la formation de la thrombose in vivo, 

l’obstruction microvasculaire et les expansions post-infarctus du myocarde. Ceci a lieu suite à 

la liaison de la PCSK9 au récepteur CD36 des plaquettes, induisant ainsi l'activation de ses 

voies de signalisation en aval (Qi et al., 2021). Ils ont également démontré que l'inhibition de 

PCSK9 par l'evolocumab protège les souris contre l'hyperactivité plaquettaire et la thrombose 

in vivo et que l’aspirine inhibe l’effet activateur de PCSK9, ce qui justifie l'utilisation de 

l'aspirine avec les inhibiteurs de PCSK9 chez les patients présentant des taux plasmatiques 
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élevés afin de prévenir les complications thrombotiques (Qi et al., 2021). De même, il a été 

démontré qu’une corrélation positive existe entre les taux plasmatiques de PCSK9 et la 

numération plaquettaire dans une étude réalisée chez 330 patients présentant des maladies 

coronariennes stables, ce qui suggère un lien potentiel entre PCSK9 et les plaquettes qui 

pourrait être impliqué dans l'athérosclérose et les troubles métaboliques (S. Li et al., 2015). 

 

5.4.3.3 PCSK9 et Athérosclérose 

5.4.3.3.1 PCSK9 et CMLv 

Dans les plaques d'athérome, PCSK9 est surtout présente au niveau des cellules 

musculaires lisses vasculaires (CMLv) mais pas au niveau des cellules endothéliales, des 

macrophages et des monocytes (Ding et al., 2015; Ferri et al., 2012). Ferri et al ont montré que 

la PCSK9 exprimée par les CMLv est active et capable de réduire l'expression du LDLr dans 

les macrophages. De plus, le milieu conditionné des CMLv réduit significativement 

l'internalisation des LDL et des VLDL par les lignées des macrophages confirmant ainsi que la 

PCSK9 réduit l’expression du LDLr.  Ainsi, ils ont conclu que la PCSK9 pourrait jouer un rôle 

dans la progression de l’athérosclérose (Ferri et al., 2012). Une autre étude a révélé que la 

PCSK9 secrétée par les CMLv stimulées par des lipopolysaccharides (LPS) est biologiquement 

active et entraine la diminution de l’expression des LDLr des monocytes  (Grune et al., 2017). 

L'apoptose des CML, une caractéristique de l'athérosclérose, est particulièrement évidente 

pour les plaques instables, sujettes à la rupture (Ramel et al., 2019). Il a été signalé que 

l'administration de LPS induit l'expression de PCSK9 par les CMLv et provoque des dommages 

à l'ADN mitochondrial ce qui aboutit à l’apoptose des CMLv. L’administration de la PCSK9 

recombinante humaine augmente les dommages de l’ADN mitochondrial qui, à son tour, induit 

l’expression de PCSK9. Cette interaction positive est régulée par les ROS mitochondriaux 

(Ding et al., 2016). 

Une autre étude a également montré l’implication de PCSK9 dans les lésions vasculaires. 

Les souris déficientes en Pcsk9 ne présentaient pas une prolifération intimale à la suite d’une 

lésion vasculaire. La comparaison directe des CMLv isolées de deux souches de souris 

différentes (Pcsk9-/- ; Pcsk9+/+) a révélé que les CMLv des souris Pcsk9-/- exprimaient des 

niveaux plus élevés des marqueurs contractiles et des niveaux faibles des marqueurs 

synthétiques. En outre, les CMLv des souris Pcsk9-/- ont un indice de prolifération et une 

capacité migratoire inférieure à celle des souris Pcsk9+/+. Ces données suggèrent que PCSK9 
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est susceptible de moduler à la fois la prolifération et la migration cellulaire ainsi que le passage 

du phénotype contractile au phénotype synthétique (Figure 12) (Ferri et al., 2016). 

 

 

Figure 12 : PCSK9 et l’activation des cellules musculaires lisses après une lésion 

vasculaire (Ferri et al., 2016) 

PCSK9 régule la différenciation, la prolifération et la migration des cellules musculaires lisses. 

PCSK9 pourrait jouer un rôle pro-athérogène et cela en présence du facteur de croissance PDGF-

BB. 

 

 

Une étude clinique réalisée par Chan et al. a montré que les taux circulants de PCSK9 sont 

significativement associés à l’épaisseur intima-média de la carotide, indépendamment des 

facteurs de risque conventionnels. Ainsi, les taux de PCSK9 peuvent prédire l’athérosclérose 

carotidienne chez des adultes asymptomatiques (Chan et al., 2016). Une deuxième étude a 

révélé que les taux circulants de PCSK9 sont associés à la progression de l’athérosclérose à 10 

ans, indépendamment des taux du LDL-C (Xie et al., 2016). 

 

5.4.3.3.2 PCSK9 et Récepteurs des lipoprotéines 

L’un des évènements majeurs de l’athérosclérose est l’internalisation des LDL modifiées 

par les CMLv et les macrophages via les récepteurs scavengers tels que LOX-1 (lectin-like 

oxidized low-density lipoprotein receptor-1) et CD36 (Cluster of Differentiation 36) qui est 

impliqué dans le métabolisme des acides gras et des triglycérides et les récepteurs de la famille 
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des LRP (LDL receptor Related Protein) dont LRP-1, conduisant à la formation des cellules 

spumeuses (Mineo, 2020). 

De nombreuses études ont montré une interaction entre PCSK9 et ces récepteurs. En effet, 

une étude réalisée par Ding et al. a montré que, suite à un traitement par PCSK9 des 

macrophages traitées au préalable par Tnfα, une augmentation de l’expression des récepteurs 

CD36, LOX-1 et récepteurs scavengers classe A (SRA) a été signalée et par la suite une 

augmentation de l’internalisation des LDL oxydées (Ding, Liu, et al., 2018). 

Une étude a également montré qu’il existe un lien bidirectionnel entre PCSK9 et LOX-1, 

en particulier après le traitement des cellules avec du LPS. Le traitement par PCSK9 et la 

surexpression de LOX-1 induisent la production des ROS mitochondriaux (mtROS), tandis que 

l'inhibition de PCSK9 et de LOX-1 réduit la synthèse de ces mtROS, ce qui suggère que les 

mtROS jouent un rôle clé dans l’interaction PCSK9/LOX-1. De plus, l'activation de LOX-1 et 

l'administration de PCSK9 augmentent l'internalisation des LDL oxydées et l'expression de 

VCAM-1 par les CML, ce qui constitue un événement clé dans le développement de 

l'inflammation (Ding et al., 2015). 

De plus, une étude a montré que PCSK9 provoque la dégradation de CD36, un récepteur 

scavenger qui sera traité dans le chapitre 2 de ce manuscrit, dans des lignées cellulaires 

humaines et murines. En effet, PCSK9 induit la dégradation du CD36 par des mécanismes 

impliquant les protéasomes et les lysosomes, ce qui affecte l’internalisation des ligands de 

CD36 par les adipocytes et les cellules hépatiques (Demers et al., 2015). 

Chez les souris knock-out Pcsk9, l’augmentation de l'expression hépatique de CD36 induit 

une augmentation de l'absorption des acide gras et l'accumulation de triglycérides et de 

gouttelettes lipidiques. Également, les cellules mononucléées du sang périphérique provenant 

de sujets porteurs d’une variation perte de fonction de PCSK9 révèlent une augmentation 

significative des niveaux d'ARNm de CD36 par rapport aux témoins (Gagnon et al., 2016). 

Cependant, ces résultats sont contradictoires avec les résultats obtenus par Ding et al sur CD36 

dans les macrophages (Ding et al., 2018) suggérant ainsi que l’effet de PCSK9 sur CD36 

pourrait être tissu-dépendant et que des études supplémentaires sont indispensables pour 

confirmer les résultats obtenus. 

PCSK9 est aussi capable de dégrader LRP-1. Une étude chez des souris transgéniques 

capables de produire la PCSK9 humaine et murine a montré que la PCSK9 produite est active 

et capable de diminuer l’expression du LDLr et de LRP-1 à la surface des macrophages. 

Cependant, la réduction du LRP-1 n'a pas été observée que chez des souris ApoE-/-, apoE étant 

un ligand de LRP-1 (Giunzioni et al., 2016). De même, une autre étude a montré que PCSK9 
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est capable d’induire la dégradation de LRP-1 dans plusieurs lignées cellulaires et que le LDLr 

entre en compétition avec LRP-1 sur l’activité de PCSK9 (Canuel et al., 2013). 

 

5.4.4 Régulation de PCSK9  

5.4.4.1 Régulation transcriptionnelle 

La régulation transcriptionnelle du gène PCSK9 a été évaluée au cours de la dernière 

décennie. Des études ont montré que PCSK9 est régulée par SREBP-1a et SREBP-2 qui sont 

une famille de facteurs de transcription qui régulent l’homéostasie lipidique. Lorsque le taux 

de cholestérol hépatique est réduit, la transcription de PCSK9 est stimulée (El Khoury et al., 

2017; Persson et al., 2009).  

Le promoteur de PCSK9 contient un site de liaison du facteur de transcription nucléaire 

hépatocytaire-1 alpha (HNF-1α). L'inhibition de l’HNF-1α, mais pas de l’HNF1-β, réduit 

significativement l'expression de PCSK9. Li et al. ont rapporté que HNF-1α coopérait avec 

SREBP2 pour activer la transcription de PCSK9 puisque les mutations du site de liaison de 

l’HNF-1α réduisaient de manière significative la transcription de PCSK9 médiée par SREBP2. 

Cependant, le site de liaison de l’HNF-1α se trouve 28 pb en amont du site de liaison de 

SREBP2. Ainsi, il se peut que les mutations au niveau du site de liaison de l’HNF-1α affectent 

l'intégrité de SRE et altèrent ainsi indirectement la liaison de SREBP2 (H. Li et al., 2009). 

L’expression de PCSK9 est faiblement stimulée par l'agoniste des récepteurs des 

oxystérols ou liver X receptors (LXR) (Maxwell et al., 2003). L’insuline aussi modifie 

l’expression de PCSK9 mais son rôle est controversé. En effet, il a été démontré que l’insuline 

agit via la voie SREBP-1c en augmentant l'expression de l'ARNm de PCSK9 dans les 

hépatocytes de souris en culture alors qu’elle le diminue dans les hépatocytes humains. Des 

études supplémentaires sont ainsi nécessaires pour comprendre la régulation de PCSK9 par 

l’insuline (Krysa et al., 2017). 

L’expression de PCSK9 est diminuée par le cholestérol alimentaire, le glucagon, 

l'éthynylestradiol, l'acide chénodésoxycholique et le récepteur farnésoïde X (FXR) activé par 

les acides biliaires (El Khoury et al., 2017). 

Plusieurs médicaments hypocholestérolémiants induisent des modifications de 

l'expression de PCSK9. Les statines augmentent l’expression de PCSK9 par le foie en stimulant 

le facteur de transcription SREBP-2 dans des cellules HepG2 et dans des hépatocytes primaires 

humains (Dubuc et al., 2004). De plus, lorsque l’ézitimibe est associé aux statines, une 

augmentation du taux de PCSK9 a été également constatée et qui peut être due à une sécrétion 
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réduite plutôt qu’à une production augmentée (Davignon & Dubuc, 2009). Dans la plupart des 

études, les fibrates, un autre agent hypolipémiant, étaient associées à une augmentation des 

taux plasmatiques de PCSK9 (Troutt et al., 2010). 

 

5.4.4.2 Régulation post-transcriptionnelle 

L’expression de PCSK9 est régulée par des microARN (miRNA). Le miR-483-5p cible la 

région 3′-UTR de l'ARNm de PCSK9, réduisant ainsi l'expression de PCSK9 et diminuant les 

niveaux de cholestérol plasmatique dans les cellules HepG2 et chez les souris. De même, les 

miR-224, miR-191, miR-222, miR-1228-3p, miR-564, miR-4721, miR-337-3p, et miR-143-5p 

peuvent réduire l'expression de PCSK9 par le biais du ciblage de son 3′-UTR dans les cellules 

HuH7 et HepG2 (Los et al., 2021). 

 

5.4.4.3 Modifications post-traductionnelles 

Les modifications post-traductionnelles incluent la phosphorylation, la N-glycosylation et 

la sulfatation.  

La phosphorylation de PCSK9 qui se fait au niveau des résidus de la sérine, la thréonine, 

l'asparagine et la lysine protège PCSK9 contre la protéolyse et augmente sa stabilité dans les 

cellules HuH7 (Dewpura et al., 2008). Cependant, elle n’est pas essentielle pour la fonction de 

PCSK9 sur le LDLr car la PCSK9 purifiée obtenue à partir des cellules CHO-K1 n'est pas 

phosphorylée et peut effectivement induire la dégradation du LDLr (Gustafsen et al., 2017). 

De même, l’inhibition de la N-glycosylation de PCSK9 qui se fait au niveau du résidu 

asparagine ainsi que sa sulfatation au niveau des résidus tyrosine n’a aucun effet sur 

l'expression et la sécrétion de PCSK9 dans la lignée cellulaire d’hépatocytes humains ainsi que 

dans les cellules HuH7 (Xia et al., 2021). Ainsi, ces modifications ne sont pas essentielles à la 

maturation, la sécrétion, et la fonction de la PCSK9 (Xia et al., 2021). 

 

 

5.4.5 PCSK9 circulante 

Plusieurs équipes ont développé un test immuno-enzymatique (ELISA) pour mesurer le 

taux plasmatique de la PCSK9. Ces derniers varient au moins d'un facteur 100 entre les 

différents sujets (Lakoski et al., 2009). En effet, les taux de PCSK9 sont corrélés 

significativement avec les taux plasmatiques de LDL-C et de CT (Alborn et al., 2007). De plus, 

les taux plasmatiques de PCSK9 sont positivement corrélés aux taux de LDL-C chez les 
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patients atteints d'HF et pourraient contribuer à la sévérité phénotypique de cette maladie 

(Huijgen et al., 2012).  

Également, les taux plasmatiques de PCSK9 ont été mesurés dans 2 cohortes de patients 

atteints de diabète de type 2 par un kit ELISA et en utilisant la technologie de dosage Bio-Plex 

Pro (Luminex Corporation). Les résultats ont montré que les concentrations plasmatiques de la 

PCSK9 ont été significativement corrélées au risque de survenue des événements CV dans la 

cohorte DIABHYCAR alors que cette association n’a pas été observée dans la cohorte 

SURDIAGENE qui était caractérisée par un risque CV plus élevé et qui était lourdement traitée 

par de l’insuline et des statines. En effet, le risque CV élevé, les statines et l’insuline sont 

connus pour être impliqués dans la variation des taux plasmatiques de PCSK9 et ainsi ils 

pourraient être responsables de l’absence d’association entre PCSK9 et le risque de survenue 

des événements CV dans la cohorte SURDIAGENE (El Khoury et al., 2018).  

 

 

5.4.6 Mutations de PCSK9 

5.4.6.1 Mutations gain de fonction 

Les premières mutations gain de fonction de PCSK9 provoquant une hypercholestérolémie 

ont été identifiées par notre équipe dans des familles d’origine française atteintes d’HF 

recrutées grâce au Réseau national de recherche sur les hypercholestérolémies familiales. Le 

séquençage du gène PCSK9 a conduit à l’identification de la première mutation, p.(Ser127Arg), 

dans l’exon 2 dans une famille nantaise et une de Dijon présentant plusieurs cas d’HF, de 

xanthomes tendineux, d’infarctus du myocarde et d’accidents vasculaires cérébraux. De plus, 

la présence d’un haplotype commun a été démontrée à la suite de l’étude des marqueurs 

polymorphes et intragéniques autour de la mutation. Ceci montre que les deux familles 

partagent un ancêtre commun malgré leurs origines géographiques différentes (Abifadel et al., 

2003). L’haplotype sera détaillé dans le premier chapitre des résultats de ce manuscrit dans 

lequel je date la mutation qui est à la base d’un effet fondateur au sein de la population 

française.  En effet, la mutation p.(Ser127Arg) a été retrouvée chez 67% des patients ADH 

français porteurs de mutations au niveau de PCSK9 (Rabès et al., 2018). Cependant, elle est 

moins fréquente chez des patients ADH norvégiens porteurs d’une mutation PCSK9 où elle a 

été retrouvée chez 3 patients parmi 10 atteints et chez 3 patients sud africains parmi 27 porteurs 

d’une mutation PCSK9 (Huijgen et al., 2021; Leren & Bogsrud, 2021). De plus, elle n’a pas 
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été détectée dans une cohorte de patients turques (Kaya et al., 2017). En se basant sur ces 

études, la p.(Ser127Arg) est probablement à la base d’un effet fondateur en France. 

La deuxième mutation, p.(Phe216Leu), localisée dans l’exon 4 de PCSK9, a aussi été 

identifiée par notre équipe dans une 3ème famille française originaire de Lille dont le proposant 

est décédé à l’âge de 49 ans suite à un infarctus du myocarde avec un taux de CT de 441 mg/dl 

et un taux de LDL-C de 356 mg/dl (Abifadel et al., 2003). 

La troisième mutation gain de fonction, p.(Asp374Tyr), a été identifiée en 2004 dans une 

famille ADH originaire de l'Utah, précédemment liée à la région 1p32 (Timms et al., 2004). La 

même mutation a été retrouvée dans trois familles norvégiennes (Leren, 2004) et dans trois 

familles anglaises dont les 12 patients affectés présentaient une hypercholestérolémie sévère et 

des antécédents familiaux de coronaropathie prématurée (Sun et al., 2005).  

Plus récemment, notre équipe a identifié deux nouvelles mutations gain de fonction dans 

PCSK9 dans des familles françaises : la p.(Leu108Arg) dans une famille noire originaire de 

l’île Maurice où le proposant âgé de 41 ans avait des taux de LDL-C de 302 mg/dl et des 

xanthomes tendineux, et la p.(Asp35Tyr) dans une deuxième famille où le proposant avait des 

taux de LDL-C de 234 mg/dl à l’âge de 55 ans (Abifadel et al., 2012). Les mutations de PCSK9 

responsables de l’ADH sont très rares mais bien documentées (Abifadel et al., 2014). 

Du point de vue fonctionnel, les études in vitro ont montré que la p.(Ser127Arg) et la 

p.(Asp374Tyr) entrainent une diminution de 23% du nombre des récepteurs à la surface 

cellulaire et une réduction de 38% de l’internalisation des particules LDL par rapport à la 

PCSK9 sauvage et cela dans des cellules HepG2 (Cameron et al., 2006). De plus, la PCSK9 

avec la mutation p.(Asp374Tyr) se lie avec une affinité 25 fois plus importante aux récepteurs 

des LDL pH neutre que la PCSK9 sauvage (El Khoury et al., 2017). 

Des études cinétiques in vivo des lipoprotéines contenant l’apoB chez deux sujets porteurs 

de la mutation p.(Ser127Arg) ont montré une augmentation du taux de production de l’apoB 

de trois fois par rapport aux sujets témoins et aux sujets porteurs des mutations du LDLR. Cette 

mutation conduit ainsi à une augmentation de la production de VLDL (2 fois), d’IDL (3 fois) 

et de LDL (5 fois). Ces patients ont également été caractérisés par un taux de catabolisme plus 

faible de LDL et un faible taux de conversion d'IDL en LDL par rapport aux témoins 

(Ouguerram et al., 2004). 

De nombreuses études ont été menées afin de découvrir de nouvelles mutations dans 

PCSK9 (Figure 14) (Q. Guo et al., 2020). Une étude multinationale a été réalisée et regroupait 

164 patients ADH de 12 centres répartis dans 8 pays. Seize mutations gain de fonction ont été 

décrites dans tous les domaines fonctionnels de PCSK9 et ont été associées à des taux variables 
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de LDL-C. Les porteurs des mutations p.(Asp374Tyr) et p.(Ser127Arg) présentaient une 

dyslipidémie sévère (Figure 13). De plus, 44 % des patients avaient des antécédents de MCV, 

la maladie coronarienne étant la manifestation la plus répandue (33%). Il est intéressant de 

noter que ces mutations ont une distribution géographique restreinte et se trouvent chez un petit 

nombre de patients (Hopkins et al., 2015). 

 

 

 

Figure 13 : Distribution des taux du LDL-C chez des patients non traités présentant 

uniquement des mutations gain de fonction de PCSK9 (Hopkins et al., 2015) 

 

 

5.4.6.2 Mutations perte de fonction 

Des études ont été conduites pour identifier des mutations perte de fonction dans le gène 

PCSK9 chez des sujets présentant des taux faibles de LDL-C (< 58 mg/dl) provenant de l’étude 

Dallas Heart study. Ces études ont conduit à l'identification de deux mutations non-sens, 

p.(Tyr142Ter) et p.(Cys679Ter), ayant une fréquence combinée de 2% chez les sujets africo-

américains alors qu’elles étaient rares chez les sujets africo-européens (< 0,1%). Ces mutations 

non-sens ont été associées à une réduction de 28% du taux moyen de LDL-C et à une réduction 

de 88% du risque cardiovasculaire. De plus, la construction des haplotypes en utilisant 52 SNPs 

qui couvrent le gène PCSK9 afin de déterminer si les allèles mutés sont issus d’un ancêtre 
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commun, ont montré que chaque mutation non-sens provient d'un seul fondateur (J. Cohen et 

al., 2005). 

De plus, une autre mutation, p.(Arg46Leu), a été trouvée chez des sujets caucasiens et a 

été associée à une réduction de 15% des taux de LDL-C et de 47% du risque de coronaropathie 

(J. C. Cohen et al., 2006; Humphries et al., 2009).  

Également, des patients présentant des taux très faibles de LDL-C et des taux indétectables 

de PCSK9 circulante ont été signalés. Ces sujets étaient porteurs de mutations perte de fonction 

à l’état homozygote p.(Arg46Leu) ou hétérozygote composite p.(Tyr142Ter) et une délétion 

de 3 pb dans le cadre (c.290_292delGCC) qui supprime une arginine au codon 97 (ΔR97). Ces 

individus étaient en bonne santé et fertiles (Tsai et al., 2015; Zhao et al., 2006). 

 

 

Figure 14 : Structure de la protéine PCSK9 et localisation des variants gain et perte de 

fonction (Q. Guo et al., 2020) 

 

 

 

 

 

6. Traitement de l’HF 

L'objectif du traitement de l’HF est la prévention primaire des MCV athéromateuses par 

un traitement hypolipémiant.  Si l'athérosclérose est déjà présente, un traitement hypolipémiant 

encore plus intensif devient crucial pour la prévention secondaire. Un traitement hypolipémiant 

doit être mis en place dès que possible après le diagnostic chez tous les adultes et les enfants 
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atteints d’HF dès l'âge de 8-10 ans et comprend des interventions sur le régime alimentaire et 

le mode de vie ainsi qu'un traitement pharmacologique (Defesche et al., 2017).  

Des mesures de style de vie doivent être mises en place dès l'identification d'un taux élevé 

de LDL-C. Le respect d'un régime alimentaire pauvre en graisses saturées et en cholestérol est 

très important. Des conseils concernant l'arrêt du tabac, l'exercice régulier et un apport 

calorique approprié doivent être fournis. D'autres facteurs de risque de MCV, notamment 

l'hypertension et des taux élevés de Lp(a) doivent également être évalués (Defesche et al., 

2017). Les objectifs thérapeutiques recommandés par l’ECS/EAS sont les suivants : pour les 

adultes atteints d’ADH, les taux de LDL-C doivent être inférieurs à 2,5 mmol/L (<100 mg/dl) 

et chez ceux ayant un risque d’accident CV majeur, les objectifs de LDL-C sont une réduction 

d’au moins 50% du LDL-C par rapport à la valeur initiale et une concentration de LDL-C 

inférieure à 1,8 mmol/L (< 70 mg/dL). En ce qui concerne les enfants âgés de plus de 10 ans, 

les taux de LDL-C doivent être inférieurs à 3,5 mmol/L (< 135 mg/dL) et chez les plus jeunes 

une réduction d’au moins 50% du LDL-C est recommandée (Authors/Task Force Members et 

al., 2019). 

Un traitement par des hypolipémiants associé au changement du mode de vie doit être 

initié au moment du diagnostic chez les adultes et les enfants à partir de 8 – 10 ans. La 

pharmacothérapie pour réduire le LDL-C comprend les molécules suivantes : 

 Les statines,  

 L'ézétimibe souvent en association avec les statines.  C’est le seul inhibiteur de 

l'absorption du cholestérol qui bloque la protéine Niemann-Pick C1 Like 1 et 

intervient dans l'absorption du cholestérol par les entérocytes entrainant une 

diminution du retour du cholestérol vers le foie et une régulation positive du 

LDLr (Authors/Task Force Members et al., 2019). 

 Les séquestrant des acides biliaires : Ce sont des résines qui lient les acides 

biliaires et interrompent leur recirculation entéro-hépatique, épuisant ainsi les 

réserves intrahépatiques de cholestérol et réduisant les taux de cholestérol tout 

en activant le LDLr (Authors/Task Force Members et al., 2019). Ils sont 

considérés parmi les hypolipémiants les plus anciens et les plus sûrs vu qu’ils 

ne sont pas absorbés par l’intestin (Mahley & Bersot, 2006). Cependant, il faut 

signaler que les séquestrant des acides biliaires augmentent les taux de 

triglycérides et leur utilisation en monothérapie est possible lorsque les taux de 

triglycérides sont inférieurs à 200 mg/dL (Scaldaferri et al., 2013).  
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 Les inhibiteurs de PCSK9. 

Le gène causal ne semble pas avoir de rôle dans le choix du traitement optimal. Bien que 

cela n'ait pas été formellement testé, les réponses aux statines, à l'ézétimibe et aux inhibiteurs 

de la PCSK9 ne semblent pas varier entre les individus atteints d’ADH. Cependant, tant que 

cette hypothèse soit formellement testée, la plupart des décisions thérapeutiques sont d'abord 

fondées sur le degré d'élévation du LDL-C et sur le risque global de MCV, avec des ajustements 

empiriques ultérieurs en fonction de la réponse au traitement, indépendamment de la base 

génétique à quelques exceptions près comme chez les patients homozygotes à titre d’example 

(Defesche et al., 2017). 

 

 

 

6.1 Les statines  

Les statines restent le traitement de référence pour réduire les taux de cholestérol total et 

du LDL-C circulant chez les patients présentant un risque de MCV. En effet, les statines 

réduisent la synthèse du cholestérol dans le foie en inhibant la HMG-CoA réductase. La 

réduction du cholestérol intracellulaire favorise l'expression accrue des LDLr à la surface des 

hépatocytes, ce qui entraîne une augmentation de l'absorption des LDL dans le sang et une 

diminution des concentrations plasmatiques de LDL et d'autres lipoprotéines contenant de 

l'apoB, y compris les particules riches en TG (Authors/Task Force Members et al., 2019). Il a 

été démontré que les statines réduisent la mortalité liée aux évènements CV de 30 % et 

l'incidence des accidents vasculaires cérébraux (AVC) de 20 % dans de multiples études à long 

terme (Chaudhary et al., 2017). 

Cependant, le traitement par des statines en monothérapie ne permet pas d’atteindre un 

taux de LDL-C de moins de 70 mg/dL chez plus de 70% des patients atteints de MCV. De plus, 

la nécessité d'une administration quotidienne de statines et l'apparition d'effets indésirables 

comme les myopathies, les myalgies et l’hépatotoxicité, incitent les patients à interrompre la 

prise du médicament dans l'année qui suit. A noter, une mauvaise adhésion au traitement est 

un facteur majeur impliqué dans l'augmentation du risque de MCV (Barale et al., 2021). 

En conséquence et afin de diminuer les effets indésirables et de réduire d’avantage le taux 

de LDL-C, les firmes pharmaceutiques ont développé des nouveaux traitements 

hypolipémiants.  
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6.2 Les Anti-PCSK9 

Depuis la découverte de son implication dans le métabolisme du cholestérol en 2003, 

PCSK9 constitue une des cibles thérapeutiques majeures dans le traitement de l’HF. Ainsi, 

l'intérêt pour le développement des thérapies ciblant PCSK9 dans le traitement de 

l'hypercholestérolémie s'est accru. Plusieurs méthodes sont élaborées pour inhiber la fonction 

de la PCSK9 et réduire son taux plasmatique. Ces approches ciblent soit la PCSK9 

extracellulaire comme les anticorps monoclonaux ou les vaccins, soit la PCSK9 intracellulaire 

tel que les oligonucléotides antisens et les petits ARN interférents (siRNA) ou la thérapie 

génique.  

 

 

6.2.1 Les anticorps monoclonaux 

La stratégie la plus efficace à ce jour est celle des anticorps humains monoclonaux type 

IgG qui ciblent PCSK9. Ces molécules ont été développées suite à des études réalisées sur des 

modèles cellulaires ou animaux. En effet, les souris PCSK9 Knock-out (KO) uniquement dans 

le foie avaient un phénotype d'hypocholestérolémie équivalent à peu près de deux tiers de celui 

observé chez les souris PCSK9 KO complètement et l'absence de PCSK9 chez les souris réduit 

considérablement le développement de l'athérosclérose, les taux de l’apoB et le 

dysfonctionnement endothélial (Seidah, 2021). D’autres études cellulaires et génétiques ont 

montré que l’absence de l'activité ou de l'ARNm de PCSK9 réduit considérablement les taux 

de LDL-C chez les humains et les rongeurs (Seidah, 2021). Ces premières preuves du rôle de 

PCSK9 dans la régulation du cholestérol ont conduit au développement rapide de anticorps 

monoclonaux inhibiteurs qui se lient à PCSK9 et empêchent son interaction avec le LDLr. 

Ainsi, une augmentation du nombre des LDLr à la surface cellulaire et, par conséquent, une 

augmentation de l'absorption des LDL par les hépatocytes sont observées (El Khoury et al., 

2017). 

En 2015, 12 ans après l’identification du rôle de PCSK9 dans l’hypercholestérolémie, deux 

anticorps humains monoclonaux, l’alirocumab (Praluent® de Regeneron/Sanofi) et 

l’evolocumab (Repatha® d’Amgen), ont été approuvés par la FDA (Food and Drug 

Administration) et l’agence européenne des médicaments (EMA) (El Khoury et al., 2017). 

Les anticorps monoclonaux anti-PCSK9 sont indiqués chez des patients adultes présentant 

une ADH à très haut risque cardiovasculaire, insuffisamment contrôlée par un régime 

alimentaire et par des statines prises à des doses maximales tolérées. L’évolocumab est en plus 
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indiqué dans le traitement des patients pédiatriques ADH à l’état hétérozygote dès l’âge de 10 

ans et des adultes et enfants pédiatriques ADH à l’état homozygote (Amgen, 2022; sanofi-

aventis groupe, s. d.). 

Les doses recommandées sont (Amgen, 2022; sanofi-aventis groupe, s. d.) : 

 Pour l’alirocumab : une injection sous-cutanée de 75 mg administrée toutes les 

2 semaines avec la possibilité d’augmenter la dose à 150 mg toutes les 2 

semaines chez les patients nécessitant une diminution plus importante du taux 

de LDL-C (plus de 60 %). 

 Pour l’évolocumab : 140 mg injectés toutes les deux semaines ou 420 mg une 

fois par mois. 

Ces anticorps monoclonaux sont délivrés sous une forme injectable auto-administrée par 

voie sous-cutanée, fournissant un vaste excès d'anticorps à chaque injection (rapport 

mAb/PCKS9 près de 100:1). Le traitement avec les anticorps en excès assure une inactivation 

complète des PCSK9 circulants en quelques heures, avec une réduction marquée du LDL-C 

dès le lendemain de l'injection. Les modifications des lipoprotéines dans le plasma associées à 

l’inhibition de PCSK9 se manifestent principalement par des réductions marquées du LDL-C 

(près de 50 – 60%), mais il existe également des réductions notables de la Lp(a) (près de 25 – 

30%) et des TG (près de 10 – 20%) (Warden et al., 2020). 

Les patients ADH à l’état homozygote porteurs des mutations LDL-nulles ne répondent 

pas aux inhibiteurs de la PCSK9, ceci est le cas des patients porteurs de la mutation libanaise 

du LDLR à l’état homozygote (F. J. Raal et al., 2015). Les groupes les plus courants des patients 

homozygotes présentant au moins une mutation faux-sens et une activité résiduelle du LDLr 

présentent des réductions du LDL-C de l'ordre de 18 à 44 %. Cependant, leur réponse aux 

inhibiteurs de la PCSK9 est généralement moins bonne que celle des patients ADH 

hétérozygotes (Defesche et al., 2017; F. J. Raal et al., 2015). 

Récemment, une méta-analyse regroupant 39 essais contrôlés randomisés incluant 66 478 

patients dont 35 896 traités par des inhibiteurs de la PCSK9 (14 639 par alirocumab et 21 257 

par evolocumab) a été réalisée afin de comparer l’effet du traitement avec les inhibiteurs 

PCSK9 à un placebo ou à un autre traitement hypolipémiant. Les résultats ont montré que les 

inhibiteurs de la PCSK9 ont été associés à un risque plus faible d'infarctus du myocarde (p < 

0,0001), d'AVC ischémique (p = 0,0005) et de revascularisation coronaire (p < 0,0001), par 

rapport au groupe témoin. En revanche, les effets de l'inhibition de la PCSK9 sur les décès dus 

à toutes causes confondues et les décès reliés aux accidents CV n'étaient pas statistiquement 

significatifs (p = 0,15 et p = 0,34 respectivement). De plus, dans cette métanalyse, les 
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inhibiteurs de la PCSK9 présentaient un excellent profil de sécurité (Figure 15). L’effet 

secondaire qui est apparu le plus fréquemment était les réactions au site d'injection (Guedeney 

et al., 2019). 

 

 

Figure 15 : Sécurité et efficacité des inhibiteurs de la PCSK9 (Guedeney et al., 2019) 

 

 

Les inhibiteurs de la PCSK9 sont des médicaments très efficaces dans la réduction du 

LDL-C et des événements CV associés à un traitement par des statines et/ou l’ézétimibe. 

Cependant, vu le coût des traitements et les données limitées sur la sécurité à long terme, il est 

probable que ces médicaments ne soient considérés comme rentables que chez les patients 

présentant un risque très élevé d'ASCVD, et que leur utilisation ne soit pas possible dans 

certains pays aux ressources limitées (Authors/Task Force Members et al., 2019). 

Finalement il faut noter que les études cliniques pour évaluer le Bococizumab, un anti-

PCSK9 développé par Pfizer, ont été arrêtées. En effet, le Bococizumab réduit les taux de LDL-

C de 55 à 60 %. Cependant cet effet n’est pas maintenu avec le temps à cause du développement 

d’anticorps anti-Bococizumab (Cupido et al., 2017). 

 

 

6.2.2 ARN interférant 

Inclisiran, formulé dans une nanoparticule lipidique, est le premier siARN inhibant la 

synthèse de la PCSK9. Vingt-quatre heures après son injection, il est indétectable dans le 
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plasma en raison de son absorption rapide et hautement spécifique par les hépatocytes. Cela 

suggère que, même si la PCSK9 est présente dans d’autres tissus, aucun effet hors cible de 

l'inclisiran n'a été détecté à ce jour. L’inclisiran réduit de manière significative la synthèse 

hépatique de PCSK9 diminuant ainsi de 50 à 60% les taux de LDL-C et préservant ses effets 

pharmacodynamiques lorsqu'il est administré par voie sous-cutanée tous les 6 mois (Nishikido 

& Ray, 2018).  

Le brin guide du siARN se lie d’une manière intracellulaire à un complexe de silençage 

RISC (RNA-Induced Silencing Complex), qui s'hybride aux molécules d'ARNm codant 

spécifiquement PCSK9 entrainant ainsi leur clivage. L'ARNm clivé est dégradé de manière 

catalytique pour empêcher la synthèse de la protéine PCSK9 dans le foie (Fitzgerald et al., 

2017). 

Les trois études cliniques ORION de phase III (ORION-9, ORION-10 et ORION-11) ont 

confirmé l'efficacité de l'inclisiran (284 mg) dans la réduction à long terme du LDL-C avec une 

réduction des taux plasmatiques de PCSK9 d'environ 80% chez les patients présentant un 

risque CV très élevé. L’inclisiran est bien toléré et les effets secondaires les plus fréquents 

notés sont une réaction légère à modérée au site d'injection (y compris douleur, rougeur et 

éruption cutanée), une douleur articulaire, une infection des voies urinaires, une diarrhée, une 

bronchite aigue, une douleur dans les jambes ou les bras et un essoufflement (F. J. Raal et al., 

2020). 

L’inclisiran, commercialisé sous le nom de Leqvio®, a obtenu l’autorisation de mise sur 

le marché par l’EMA en décembre 2020 et par la FDA en décembre 2021 (Research, 2021). 

Plusieurs autres stratégies ont été proposées pour réduire l'activité ou les niveaux de PCSK9 

(Figure 16). 
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Figure 16 : Mécanismes d'action des inhibiteurs de la PCSK9 (Catapano et al., 2020) 

La PCSK9 peut être inhibée à différents niveaux : (1) les anticorps monoclonaux ou les anticorps 

produits suite à une vaccination (en cours des études pré-cliniques et cliniques phase I) neutralisant 

la PCSK9 extracellulaire et inhibant ainsi sa liaison au LDLr ; (2) l'inclisiran, un siRNA internalisé 

par des récepteurs hépatiques spécifiques (ASGPR), se lie à l'ARNm de PCSK9 et induit sa 

dégradation ; (3) les adnectines (BMS-962476) sont des protéines synthétiques contenant le 10ème 

domaine de la fibronectine type III qui se lient à la PCSK9 et inhibent son interaction avec le domaine 

EGF-A du LDLr; (4) le DRP, un petit inhibiteur conçu a être administré par voie orale, se lie à la 

PCSK9 et inhibe son interaction avec les protéoglycanes de la surface cellulaire (HSPG), entravant 

ainsi sa présentation au LDLr (en cours des études pré-cliniques) ; et (5) le PF-06446846, un 

inhibiteur sélectif de la PCSK9 actif par voie orale, qui empêche la traduction de l'ARNm du PCSK9 

en induisant le blocage des ribosomes (en cours des études pré-cliniques). 

 

 

 

6.2.3 Thérapie génique 

L’édition génétique de PCSK9 permet de réduire durablement le taux de LDL-C chez les 

primates (Katzmann et al., 2022). Cette approche consiste à utiliser des éditeurs de bases 

CRISPR qui sont une modalité d’édition de gènes et qui fonctionnent en introduisant une 
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altération ciblée sans la nécessité d’induire des cassures double-brin, contrairement à CRISPR-

Cas9 (Musunuru et al., 2021). Musunuru et al. ont conduit une étude chez des singes 

cynomolgus et ont montré l’efficacité de l’administration in vivo d'un éditeur de base adénine 

CRISPR à l'aide de nanoparticules lipidiques qui introduit une mutation de perte de fonction 

de PCSK9 à un seul nucléotide précis. Cette thérapie génique a montré un effet durable de 

l’édition de PCSK9 avec des réductions des niveaux plasmatiques de PCSK9 et de LDL-C de 

90% et 60% respectivement (qui restent réduites pendant au moins huit mois) (Musunuru et 

al., 2021) . Les données de Musunuru et al. semblent être prometteuses à différents égards. En 

effet, l'édition du génome s'est produite :  

1. de manière pratiquement spécifique à l'organe 

2. de manière spécifique au site génomique  

3. sans mutagenèse hors cible pertinente 

4. avec seulement une modification mineure du génome de l'hôte 

5. sans intégration du génome viral.  

Il a été révélé que tous les composants injectés se dégradent rapidement. Cependant, des 

données sur la sécurité à long terme chez les primates non humains sont nécessaires avant une 

application potentielle chez l'homme (Musunuru et al., 2021). 

 

 

 

6.3 Les autres traitements 

6.3.1 Lomitapide et Mipomersen 

Le lomitapide est un inhibiteur oral de la grande sous-unité de la protéine microsomale de 

transfert des triglycérides (MTTP) qui est nécessaire à l'assemblage et à la sécrétion des 

lipoprotéines qui contiennent de l'apoB-100 et le mipomersen est un oligonucléotide antisens 

qui se lie à l'ARNm de l'APOB et inhibe sa traduction, réduisant ainsi la synthèse et la sécrétion 

de l'apoB-100. Ces deux médicaments sont des alternatives pour les patients qui restent 

réfractaires aux traitements pharmacologiques standards, notamment les patients atteints 

d’ADH à l’état homozygote. Ces deux traitements diminuent de 50% et de 22% respectivement 

les taux de LDL-C chez les patients ADH homozygotes et ne sont pas approuvés par la FDA 

que chez ces patients, en raison de leur coût élevé et des taux élevés d'effets indésirables, 

notamment la stéatose hépatique (Defesche et al., 2017). 

 



AZAR Yara – Thèse de Doctorat - 2022 

76 
 

6.3.2 Acide bempédoïque 

L'acide bempédoïque (NEXLETOL® ; NILEMDO) est une prodrogue administrée par 

voie orale. Elle est activée en intracellulaire et sera convertie en sa forme active, le bempédoyl-

coenzyme A, par l’enzyme ACSVL1 (very long-chain acyl-CoA synthetase-1). Cette enzyme 

est exprimée par les cellules hépatiques et, dans une moindre mesure, les cellules rénales, et 

est absente du tissu adipeux et des cellules musculaires. Par conséquent, contrairement aux 

statines, l’effet myotoxique potentiel de l’acide bempédoïque est très limité (Ballantyne et al., 

2021). 

Le bempédoyl-coenzyme A réduit la synthèse du cholestérol en inhibant l'action de l'ATP 

citrate lyase, une enzyme cytosolique en amont de la HMG-CoA réductase. L’ATP citrate lyase 

convertit le citrate en acétyl-CoA dans la voie de synthèse du cholestérol.  L’inhibition de cette 

enzyme induit une diminution de la synthèse endogène de cholestérol et une surexpression des 

LDLr ce qui diminue les taux plasmatiques du LDL-C (Ballantyne et al., 2021). 

L'acide bempédoïque, administré en une seule prise quotidienne de 180 mg, est approuvé 

aux États-Unis et dans l'Union européenne (UE) en tant qu'adjuvant à un traitement par une 

dose maximale tolérée de statine pour baisser le taux de LDL-C chez les patients atteints de 

MCV ou d’ADH. En outre, l'acide bempédoïque est approuvé dans l’UE pour traiter les patients 

intolérants aux statines ou chez lesquels une statine est contre-indiquée. L'acide bempédoïque 

est également disponible sous forme d'association médicamenteuse à dose fixe composée de 

180 mg d'acide bempédoïque et de 10 mg d'ézétimibe (Nexlizet® ; NUSTENDI®) (Ballantyne 

et al., 2021). 

 

 

 

 

7. Autres formes d’hypercholestérolémie familiale 

7.1 Hypercholestérolémie à transmission autosomique récessive 

(ARH) 

Des cas d'hypercholestérolémie autosomique récessive (ARH) ont été décrits depuis les 

années 1970 notamment au Liban et en Sardaigne (Italie) chez des patients nés de parents 

consanguins non atteints. Les porteurs des mutations hétérozygotes de cette forme 
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d’hypercholestérolémie ont des taux normaux de cholestérol total et de LDL-C  (Garcia et al., 

2001). 

L’ARH est une forme rare d’hypercholestérolémie familiale due à des mutations perte de 

fonction du gène LDLRAP1. C’est un gène de 25 kb, composé de 9 exons et codant une protéine 

formée de 308 acides aminés. Cette dernière est une protéine adaptatrice qui contient un 

domaine formé de 170 acides aminés se fixant à la tyrosine (PTB) et qui se lie avec la séquence 

NPXY présente dans les queues cytoplasmiques de plusieurs récepteurs de surface cellulaire 

dont le LDLr. Cette protéine adaptatrice joue donc un rôle dans l’internalisation des LDLr dans 

les puits à clathrine (Garcia et al., 2001). Ce clustering est indispensable pour une bonne 

clairance des LDL (Garuti et al., 2005) (Figure 17). A noter que l’ARH n’est pas toujours 

associée au récepteur des LDL. Cette protéine est recrutée à la membrane après liaison du LDL 

à son récepteur facilitant ainsi l’endocytose du complexe (Fellin et al., 2015). 

 

 
Figure 17 : Mécanisme d’action de LDLRAP1 (Fellin et al., 2015) 

Lors de la liaison entre le LDL et le LDLr, LDLRAP1 est recrutée dans les puits à clathrine 

(CCP) et favorise l'internalisation du complexe LDL/LDLr en l’acheminant vers 

l’endosome. LDLRAP1 recycle les protéines associées au complexe LDL/LDLr dans 

l’endosome précoce (EEA1 et Rab4). 
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Le phénotype des patients atteints d’ARH est semblable à celui des patients ADH homozygotes 

porteurs des mutations provoquant un récepteur défectueux mais ont une augmentation moins 

importante des taux de LDL-C (Fellin et al., 2015). 

 

 

 

7.2 La forme polygénique 

Comme déjà détaillé, l’HF est due à des mutations de gènes LDLR, APOB, PCSK9 ou 

APOE. C’est la forme monogénique de la maladie. Cependant, dans 20 à 40 % des cas, aucune 

mutation n’est retrouvée dans ces gènes impliqués de l’hypercholestérolémie. Plusieurs raisons 

peuvent expliquer ces cas de mutation négative dont la forme polygénique de 

l’hypercholestérolémie (Ghaleb et al., 2017). En effet, le phénotype HF peut être dû à l’effet 

cumulatif de nombreuses variations génétiques communes (polymorphismes ou SNPs). 

Chaque SNP exerce un faible effet sur les taux de LDL-C mais l’effet cumulatif de toutes ces 

variations explique l’élévation des taux de LDL-C qui dépassent le taux normal et se 

rapprochent du taux observé dans les HF monogéniques (Cupido et al., 2021).  

Ces variations indépendantes associées à une élévation des taux du LDL-C et identifiées 

par des études GWAS, ont permis de construire un score polygénique (PRS). Ce dernier était 

construit en 2013 par Talmud et al. à partir de 12 SNPs (Talmud et al., 2013). Il était 

significativement plus élevé chez des patients diagnostiqués cliniquement avec une HF mais 

non porteurs de mutations (HF/M-) dans les gènes connus par rapport à la population générale 

et aux patients atteints de HF porteurs d’une mutation monogénique confirmée (Talmud et al., 

2013). Plus tard, en 2015, Futema et al. ont utilisé des méthodes statistiques et ont montré qu'un 

score de 6 SNPs était équivalent au score formé de 12 SNPs pour distinguer les patients HF/M- 

et les individus témoins (Futema et al., 2015). En se basant sur ce nouvel score, une étude 

récente réalisée par Ghaleb et al. ont montré que le PRS peut être utilisé comme un marqueur 

de la sévérité de l'hypercholestérolémie mais ne semble pas être un outil de diagnostic fiable 

pour expliquer l’HF à l’échelle individuelle et distinguer les phénocopies au sein des familles 

HF (Ghaleb et al., 2017). 
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7.3 La forme oligogénique 

Outre les formes monogéniques et polygéniques de l’HF, il existe aussi les formes 

digéniques qui ont été rapportées chez des sujets double-hétérozygotes porteurs de mutations 

dans deux gènes majeurs de l'ADH (LDLR/APOB, LDLR/PCSK9 (Sjouke, Defesche, Hartgers, 

et al., 2016) ou APOB/PCSK9) (Elbitar et al., 2018) ou dans un gène majeur (LDLR, APOB, 

PCSK9, APOE) et un gène mineur (ABCG5, ABCG8, LDLRAP1) (Tada et al., 2018). Il existe 

également une forme oligogénique avec trois variants dans des gènes non conventionnels de 

l'ADH que nous avons récemment décrite. L’étude d’une famille ADH française par 

séquençage simultané du génome et de l’exome, a révèlé trois variants dans trois gènes 

différents : p.(Pro398Ala) dans CYP7A1, p.(Val1382Phe) dans LRP6 et p.(Ser202His) dans 

LDRAP1. Nous avons exclu un effet majeur de chaque variant seul ainsi que l'implication du 

score polygénique, et ainsi, déduit qu’une forme oligogénique d'hypercholestérolémie est 

probablement présente dans cette famille. Les niveaux élevés de LDL-C pourraient être causés 

par l'effet cumulatif des variants LRP6 et CYP7A1, et aggravés par la présence du variant 

LDLRAP1 (article 5 en annexe) (Ghaleb et al., 2022). 

 

 

 

 

8. HF au Liban 

La population libanaise est caractérisée par une fréquence élevée de dyslipidémies. C'est 

à travers des études sur la population libanaise que Khachadurian a décrit en 1973, et de façon 

claire, l'existence de formes homozygotes de l’HF et a montré que la transmission de la maladie 

se fait selon un mode autosomique dominant (Khachadurian & Uthman, 1973).  

Au Liban, la fréquence des formes homozygote est 10 fois plus élevée que dans d'autres 

populations.  Ceci est attribuable à une forte prévalence d’HF hétérozygote chez les Libanais, 

associée à une incidence élevée de consanguinité, ce qui augmente la proportion 

d'homozygotes (Khachadurian & Uthman, 1973; Lehrman et al., 1987). 

Lehrman et al. ont identifié en 1987 une mutation non-sens au niveau du codon 660 du 

gène LDLR responsable de l'HF chez 3 proposants homozygotes libanais et 1 syrien. Cette 

mutation a été désignée p.(C660X) selon la nomenclature originale en considérant la 

numérotation des acides aminés de la protéine mature (sans le peptide signal de 21 acides 

aminés). Elle correspond donc à p.(C681X) ou p.(Cys681Ter) selon la nomenclature 
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internationale actuelle (le premier acide aminé du LDLr étant la méthionine initiatrice).  Cet 

allèle dit « allèle libanais » produit un codon de terminaison prématuré et un récepteur tronqué 

(Lehrman et al., 1987).  

Un effet fondateur pourrait être à l’origine de cette incidence élevée de l’HF au Liban. 

Plusieurs études ont été par la suite réalisées et ont identifié d'autres proposants isolés, dans 

des pays voisins ou plus éloignés, porteurs de cette mutation dans l’exon 14 du LDLR (Abifadel 

et al., 2009). Abifadel et al. ont caractérisé le spectre des mutations causant l’HF au sein de la 

population libanaise.  Ils ont rapporté une fréquence très élevée de la mutation p.(Cys681Ter) 

dans le LDLr chez les proposants hypercholestérolémiques libanais (jusqu'à 80%) (Abifadel et 

al., 2009).  

La prévalence élevée de la même mutation du LDLR dans la population libanaise atteinte 

d'HF et le contexte génétique homogène facilitent l'étude des gènes susceptibles d'influencer le 

phénotype de l'HF. Ainsi, Abifadel et al ont montré que la p.(Leu21dup), une insertion d'une 

leucine à l'extension de 9 leucines dans l'exon 1 de PCSK9 connue être associée à une réduction 

du taux de LDL-C dans la population générale, est également associée à une réduction des taux 

de LDL-C chez les patients atteints d’HF porteurs de la « mutation libanaise » (Abifadel et al., 

2009). Ils ont également identifié d'autres mutations moins fréquentes dans le gène LDLR 

causant l'HF chez la population Libanaise : (p.(Gln254Pro), p.(Asp356Tyr), p.(Cys358Tyr), 

p.(Trp443*), p.(Ile451Thr), p.(Pro826Ser), p.(His327fsX5), p.(Thr726Ile), et p.(Ala391Thr) 

(Abifadel et al., 2009; Fahed et al., 2016). 

Bien que très rare à travers le monde, des familles libanaises atteintes d’ARH, La forme 

récessive de l’HF, ont été rapprtées dans la population libanaise comme l'a décrit 

Khachadurian. Garcia et al. ont identifié les premières mutations du gène LDLRAP1 

responsables de ce phénotype (p.(Gln136Ter)  et p.(Pro202His) en 2001 en étudiant 4 familles 

dont deux sont de Sardaigne et deux du Liban (Garcia et al., 2001). Cependant, une deuxième 

étude menée par Wilund et al. en 2002 a révélé que la mutation faux-sens p.(Pro202His) n'est 

pas responsable de l'inactivation de la protéine LDLRAP1 chez les deux proposants libanais 

(Wilund et al., 2002). Dans une nouvelle étude menée au Liban en 2016 sur 25 familles 

libanaises souffrant d'une hypercholestérolémie, la mutation p.(Gln136Ter) dans LDLRAP1 a 

été identifiée dans quatre familles à l'état homozygote où aucune autre mutation n'a été 

retrouvée, et dans une cinquième famille à l'état hétérozygote en association avec une mutation 

du LDLR (Fahed et al., 2016). 



AZAR Yara – Thèse de Doctorat - 2022 

81 
 

Dans le cadre de mon projet de thèse, j’ai dosé les taux plasmatiques de la PCSK9 dans 

une cohorte pédiatrique Libanaise comportant des enfants normolipidémiques et 

dyslipidémiques. Les résultats seront détaillés dans le deuxième chapitre des résultats.  

Nous avons également étudié d’autres dyslipidémies au sein de la population libanaise 

telle que l’hypobêtalipoprotéinémie familiale (HBLF) caractérisée par la présence d’un taux 

anormalement diminué de CT, de LDL-C (généralement entre 20 et 50 mg/dl) et d’apoB chez 

les patients atteints. Le séquençage de l’exon 11 du gène APOB nous a permis d’identifier la 

variation p. (Arg490Trp) (c.1468C>T) à l’état hétérozygote chez cinq des sept proposants ce 

qui représente environ 70 % des cas d'HBLF dans notre cohorte. Ces résultats devraient nous 

amener à rechercher cette variation décrite pathogène par les différentes bases de données 

comme première cause d’HBLF chez les patients libanais (article 6 en annexe). De plus, nous 

avons étudié les causes génétiques de l'hypoalphalipoprotéinémie dans une famille libanaise 

présentant des taux de HDL-C extrêmement bas. Le séquençage du gène ABCA1 dont les 

mutations sont responsables de la maladie de Tangier, a permis d’identifier la première 

variation pathogénique au Liban dans une famille consanguine. Le proposant est porteur de la 

variation p. (Gly592Asp) à l’état homozygote au niveau de l'exon 14 d'ABCA1. Cette variation 

ségrège avec la maladie dans la famille (article 7 en annexe). 
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Chapitre 2 : Cellules musculaires lisses 

vasculaires et athérosclérose 

L’athérosclérose et ses complications cardiovasculaires constituent l'une des causes 

majeures de morbidité et de mortalité dans le monde. L’athérosclérose se caractérise par 

l'accumulation de lipides, d'éléments fibreux et de calcifications dans l’intima des artères 

(Jebari-Benslaiman et al., 2022). Le terme « athérosclérose » vient du mot grec « gruel » ou 

« porridge », reflétant l'aspect de la matière lipidique présente au cœur de la plaque 

d'athérosclérose (ou athérome) (Libby et al., 2019). 

L’athérosclérose est présente tôt dans la vie chez l’homme et progresse au cours des 

années en fonction des facteurs de risque vers de nombreuses complications : des syndromes 

coronariens aigus dont l'infarctus du myocarde, ou des affections chroniques telles que l'angine 

de poitrine stable et des accidents vasculaires cérébraux (Libby et al., 2019). 

Bien que l'ensemble de l'arbre artériel soit exposé à des facteurs de risque systémiques 

tels que l'hypertension, l'hypercholestérolémie et le diabète, l’athérosclérose se développe 

préférentiellement dans des zones géométriquement prédisposées telles que les bifurcations et 

les branchements artériels où la force de cisaillement est faible ou le flux sanguin est perturbé. 

La fréquence élevée de l’athérosclérose au niveau des artères coronaires est due à 

l’hémodynamique spécifique de la circulation coronaire interrompue en systole par la 

contraction musculaire, alors que les artères épicardiques non comprimées par la contraction 

musculaire restent remplies de sang stationnaire (Arjmandi-Tash et al., 2011; Morbiducci et 

al., 2016). 

Dans ce chapitre, je détaillerai la physiologie de la paroi artérielle et ses composants ainsi 

que la physiopathologie de l’athérome humain. Une meilleure compréhension de tous les 

acteurs impliqués dans cette pathologie va aboutir au développement de nouveaux traitements 

ciblant les éléments en cause. 
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1. Physiologie de la paroi artérielle 

La paroi artérielle est formée des cellules endothéliales (CE), des cellules musculaires 

lisses (CML), des fibroblastes (FB) et des protéines de la matrice extracellulaire organisées en 

trois tuniques concentriques qui sont de l’intérieur en allant de la lumière vers l’extérieur : 

l’intima (CE), la média (CML) et l’adventice (FB) (Figure 18) (Jebari-Benslaiman et al., 

2022). 

 

 
 

Figure 18 : Représentation schématique des trois tuniques de la paroi artérielle (adaptée 

d’après Servier medical art gallery) 

 

 

 

 

1.1 Intima 

L’intima est constituée d'une monocouche de CE adhérentes et interconnectées qui 

forment l’endothélium et qui tapissent la lumière du vaisseau sanguin. L’intima est ancrée à la 

membrane basale sous-jacente qui est une matrice extracellulaire hautement spécialisée 

composée principalement de laminine, de collagène de type IV, de fibronectine et de 

protéoglycanes. Cette membrane basale joue également un rôle central dans les événements de 
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signalisation qui régulent la migration, l'invasion, la prolifération et la survie des CE (Jana et 

al., 2019). 

La membrane basale ainsi que la limitante élastique interne servent d'interface entre 

l’intima et la média. Cette limitante élastique interne est une fine couche de fibres élastiques 

avec un nombre variable de fenestrations qui facilitent la diffusion des molécules à travers 

l'intima vers la média (Jana et al., 2019). 

Physiologiquement, le rôle le plus important de l'endothélium dans les artères est de 

séparer physiquement et fonctionnellement le compartiment sanguin circulant du 

compartiment tissulaire (J.-B. Michel et al., 2007). L'endothélium est une barrière hautement 

sélective et métaboliquement active. Il joue un rôle crucial dans le maintien de l'homéostasie 

vasculaire en maintenant un équilibre entre la vasodilatation et la vasoconstriction (K.-H. Park 

& Park, 2015). De plus, il produit des molécules antithrombotiques telles que le monoxyde 

d'azote, la prostacycline, l'activateur tissulaire du plasminogène (t-PA), la thrombomoduline, 

les molécules de type héparine et l'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire. Il joue notamment 

le rôle d’une barrière semi-perméable qui régule le passage des liquides et des solutés, y 

compris les lipoprotéines, entre le sang et la paroi des vaisseaux (Otsuka et al., 2012). 

Le dysfonctionnement endothélial se caractérise par une altération de la vasodilatation et 

par une activation des états pro-inflammatoires et pro-coagulants, ce qui entraîne des maladies 

cardiovasculaires. A un stade plus avancé l’endothélium peut se décrocher de sa matrice sous-

jacente sous l’effet des forces de friction (érosion) (Otsuka et al., 2012). 

 

 

 

1.2 Média 

La média est la principale composante structurelle de la paroi artérielle, lui conférant la 

capacité de résister au stress mécanique et aux agressions biologiques provenant du sang (K.-

H. Park & Park, 2015). Elle est organisée en unités lamellaires contenant les cellules 

musculaires lisses (CML) qui sont les cellules majeures de la média et qui sont entourées de 

fibres élastiques, de fibres de collagènes et de glycosaminoglycanes (K.-H. Park & Park, 2015). 

La média est séparée de l’intima par la limitante élastique interne et de l’adventice par la 

limitante élastique externe. La média est dépourvue de vasa-vasorum (un réseau complet de 

petits vaisseaux sanguins) à l’exception de la partie externe de l’aorte thoracique (K.-H. Park 

& Park, 2015). 
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1.2.1 Les cellules musculaires lisses vasculaires 

1.2.1.1 Origine des cellules musculaires lisses vasculaires 

L'origine des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLv) est complexe, avec la 

contribution de plusieurs lignées cellulaires indépendantes (Figure 19). Par exemple, les 

CMLv dans la région céphalique, les CMLv de l'aorte ascendante et de la crosse aortique ont 

pour origine la crête neurale (Wasteson et al., 2008). 

En effet, lors de la vasculogenèse, les angioblastes se différencient du mésoderme pour 

former des cellules endothéliales (CE) qui fusionnent et donnent naissance au réseau vasculaire 

primitif (Owens, 1995). Le développement de plus gros vaisseaux sanguins se poursuit (artères, 

veines, artérioles, capillaires, veinules) en impliquant le recrutement des cellules précurseurs 

des CML d’origine mésenchymateuse et de formes irrégulières qui vont entourer les tubes 

endothéliaux déjà formés et se transformer progressivement en des CMLv (Carmeliet, 2005). 

La différenciation des CMLv se caractérise par l’adhésion puis par l’expression des marqueurs 

protéiques et par l’acquisition des propriétés contractiles caractéristiques des CMLv (G. Wang 

et al., 2015). 

 
Figure 19 : Les cellules progénitrices des CMLv durant l'embryogenèse  

(Basatemur et al., 2019) 

Au cours de l’embryogenèse, les CMLv naissent des cellules progénitrices 

originaires de différentes lignées cellulaires. 
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1.2.1.2 Structure et Fonctions des CMLv 

Le système artériel est divisé en trois compartiments correspondants à trois 

structures/fonctions des cellules musculaires lisses :  

 les artères de condutance, artères élastiques, véhiculant le sang du coeur vers les 

organes cibles dans les tissus conjonctifs propres 

 les artères musculaires lisses des pédicules vasculo-nerveux propres à chaque organe 

(artères rénales, mésentériques, carotides, etc.) dont le diamètre s’adapte au flux 

sanguin par le fait  de l’augmentation du cisaillement (forces de friction) endothéliale 

 les artères de résistance, intra-organe,  dont les diamètres sont modulés localement 

par des signaux initiés par les besoins métaboliques de chaque organe en activité. 

L’ensemble du système résistif définit les résistances périphériques à l’écoulement, 

principal déterminant de la pression artérielle. Elles protègent également la 

microcirculation capillaire en dissipant les énergie cinétiques (vitesse) et  

potentielles (pression) précapillaire (J.-B. Michel, 2020). 

Dans les artères saines, les CMLv ont une forme fusiforme, elles sont adhérentes et 

différenciées. Ce sont des cellules localisées dans la média des artères où leur principale 

fonction est la contraction/relaxation et la production de la matrice extracellulaire (MEC) dans 

les artères de conductance. Elles jouent un rôle important dans la compliance artérielle et la 

distanciation élastique en réponse à des conditions hémodynamiques cycliques, 

systolo/diastoliques, permettant de réguler ainsi le tonus et le diamètre des vaisseaux et donc 

de contrôler la pression artérielle sanguine et la distribution du flux sanguin en fonction des 

besoins métaboliques spécifiques (Basatemur et al., 2019; Gomez & Owens, 2012). 

Le tonus contractile des CMLv est dû à l’innervation par le système nerveux sympathique 

et au taux de calcium intracellulaire. En revanche, la relaxation de ces cellules se produit soit 

à la suite de la suppression du stimulus tonique de contraction, soit par l'action directe des 

médiateurs locaux inhibant localement le tonus contractile  (Webb, 2003). 

Les CMLv peuvent acquérir différents phénotypes en réponse à différentes conditions 

physiologiques et pathologiques, et ceci grâce à leur plasticité phénotypique. Ainsi, les CMLv 

possèdent deux phénotypes majeurs, contractile et sécrétoire. Leurs deux principales fonctions 

sont donc respectivement : contrôler le tonus musculaire et synthétiser la MEC (Owens, 1995). 
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1.2.1.2.1 Phénotype contractile  

Dans les vaisseaux sanguins, les CMLv prolifèrent à un taux extrêmement bas et présentent 

une très faible activité synthétique. Elles expriment un répertoire unique de protéines du 

cytosquelette, de canaux ioniques et de molécules de signalisation nécessaires à leur fonction 

contractile (Owens et al., 2004).  

A l’état différencié, les CMLv expriment des protéines contractiles notamment l'α-actine 

(αSMA) et la chaîne lourde de la myosine également connue sous le nom de myosine 11 

(MYH11). Ces protéines contractiles sont organisées en myofilaments (Basatemur et al., 2019). 

 

1.2.1.2.2 Phénotype sécrétoire  

Les CMLv ont également d'importantes fonctions synthétiques pendant le développement. 

Après une lésion vasculaire, elles sont migratoires et prolifératives (Owens, 1995). Elles 

synthétisent et sécrètent des molécules insolubles de la MEC tels que les fibres des élastines et 

des collagènes ainsi que les protéoglycanes (Basatemur et al., 2019). Les CMLv se 

caractérisent par des altérations de leur ultrastructure cellulaire, notamment une perte générale 

des myofilaments qui sont remplacés en grande partie par des organelles synthétiques comme 

le Golgi et le réticulum endoplasmique rugueux. Ceci provoque un changement de morphologie 

des cellules qui passent d’une forme allongée typique à une forme arrondie. Ces changements 

provoquent également des modifications de la membrane basale (Owens et al., 2004). 

 

1.2.1.2.3 Phénotype endocytaire et phagocytaire 

Il a été récemment montré que les CMLv avaient des fonctions d’endocytose de solutés et 

phagocytose particulaire (macrophage-like) incluant l’efferocytose des cellules mortes ou 

prémortelles exposant la phosphatidylsérine comme signal de reconnaissance. Ce changement 

de phénotype est provoqué par le changement de l’environnement des CMLv. Cette fonction 

de clearance des CMLv joue un rôle primordial dans le développement de l’athérosclérose 

(Bäck & Michel, 2021). 

 

1.2.1.2.4 Phénotype procalcifiant 

Dans un environnement riche en posphates exposés, les CMLv acquièrent un phénotype 

pro-calcifiant caractérisé par une expression génique différenciée. Le marqueur le plus 

classique est l’induction de du gène Run X, marqueur de la fonction ostéoblastiques (Bäck & 

Michel, 2021).  
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1.2.1.3 Différenciation et Plasticité des CMLv 

1.2.1.3.1 Différenciation des CMLv 

La différenciation cellulaire est le processus par lequel les cellules multipotentes de 

l'organisme en développement acquièrent des caractéristiques spécifiques qui les distinguent 

des autres types cellulaires. Bien que le processus de différenciation cellulaire soit assez 

complexe, il peut être subdivisé en trois composants régulateurs majeurs : 1) l'activation des 

gènes requis pour la ou les fonctions de la cellule différenciée ; 2) le contrôle coordonné de 

l'expression de gènes sélectifs et/ou spécifiques de la cellule à des moments précis et en quantité 

adaptée; 3) la régulation continue de l'expression des gènes par le biais des effets 

environnementaux locaux sur le programme génétique ce qui permet de déterminer la lignée 

cellulaire, y compris le contrôle de la structure de la chromatine ou la programmation 

épigénétique qui peut influencer la capacité des facteurs de transcription à accéder aux régions 

régulatrices des gènes (Owens et al., 2004). 

La compréhension de la différenciation des CMLv constitue un défi majeur puisque ces 

cellules peuvent présenter un large éventail de phénotypes différents à différents stades de leur 

développement. Même chez les adultes, la cellule n’est pas totalement différenciée et est 

capable de changements majeurs de son phénotype en réponse à des modifications de son 

environnement (Owens et al., 2004).  

 

1.2.1.3.2 Plasticité des CMLv 

Les CMLv matures ont un phénotype différencié et entièrement fonctionnel dans les 

vaisseaux sains, tout en conservant une plasticité remarquable contrairement aux cellules 

musculaires squelettiques ou cardiaques qui sont différenciées de de façon définitive. En effet, 

comme déjà mentionné, les CMLv peuvent subir des modifications réversibles du phénotype 

en réponse aux signaux environnementaux, y compris les facteurs de croissance, 

l’épigénétique, les forces mécaniques, les interactions cellule-cellule et cellule-matrice, les 

lipides extracellulaires, ainsi que divers médiateurs de l'inflammation de la paroi artérielle lésée 

comme le cas de l’athérosclérose. C’est le changement phénotypique (Figure 20) 

(Allahverdian et al., 2018). 

A ce stade, les CMLv se caractérisent par une réduction de la densité des myofilaments et 

une baisse de l’expression des protéines contractiles. Elles ont également une expression plus 

élevée des composants de la MEC. Par conséquent, les CMLv ayant un phénotype modifié sont 

souvent qualifiées de « synthétiques », alors que celles qui expriment des niveaux élevés des 
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protéines contractiles sont généralement décrites comme « contractiles » (Basatemur et al., 

2019; Owens et al., 2004).   

 

 
 

Figure 20 : Plasticité des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLv). Les CMLv 

reprogramment leur modèle d'expression en réponse à des stimuli aigus et chroniques 
(J.-B. Michel et al., 2012) 

En réponse aux changements de leur microenvironnement dépendant de la convection des 

molécules plasmatiques circulantes, les CMLv peuvent soit mourir, soit s'adapter en modifiant leur 

phénotype d’une façon aigue par des interactions ligands/récepteurs, ou d’une façon chronique par 

une signalisation nucléaire impliquant des régulations épigénétiques de la structure de la 

chromatine.  Ces concepts physiopathologiques illustrent le rôle important de la plasticité des 

CMLv en réponse à de nombreux stimuli, et leur capacité à passer d’un phénotype contractile à un 

phénotype migratoire, prolifératif, synthétique, endocytaire, phagocytaire ou ostéoblastique. 

 

 

 

1.2.1.3.3 Les marqueurs du phénotype contractile versus sécrétoire des CMLv 

L'étape initiale de l'étude de la différenciation cellulaire consiste à identifier un ensemble 

de gènes cibles spécifiques et sélectifs qui contribuent aux diverses fonctions des cellules. Ceci 

est difficile dans le cas des CMLv du fait des diverses fonctions de ces cellules. De plus, la 

plupart des marqueurs des CMLv, bien que sélectifs pour ce type de cellules chez les adultes, 

peuvent être exprimés (au moins de façon transitoire) dans d’autres types cellulaires pendant 
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le développement, la réparation tissulaire ou dans les états pathologiques. Cependant, une 

variété de gènes et de protéines spécifiques aux CMLv ont été identifiés et servent de 

marqueurs de l’état de différenciation-maturation des CMLv (Owens et al., 2004). 

La transition vers un phénotype synthétique se traduit par un passage progressif d'un état 

différencié à un état dédifférencié, défini par la diminution ou la perte de plusieurs protéines 

du cytosquelette spécifiques aux CMLv (Owens, 1995).   

L'expression de l’alpha actine ou α-SMA (alpha smooth muscle actin, codée par le gène 

ACTA2) est réduite ou perdue pendant le processus de dédifférenciation. Notons que l’α-SMA 

est l'isoforme de l’actine le plus abondant des CMLv matures et différenciées (40% des 

protéines totales) (Owens, 1995) et est également exprimée dans les CMLv depuis les premiers 

stades du développement (Allahverdian et al., 2018). Cependant, ce marqueur est présent dans 

d’autre types de cellules à l’état physiologique comme les cellules des muscles squelettiques 

et cardiaque au cours du développement ainsi que dans des cellules à l’état pathologique telles 

que les cellules tumorales. Il est essentiellement exprimé par les CMLv et les fibroblastes. Ainsi 

pour discriminer entre les CMLv différenciées et les autres types cellulaire, l’alpha actine n’est 

pas un marqueur suffisant (Owens et al., 2004).  

Les autres marqueurs des CMLv perdus au cours de la dédifférenciation sont les deux 

isoformes distincts de la chaine lourde de la myosine (MHC : myosin heavy chain) codés par 

le gène MYH11. Ces deux isoformes, SM-1 et SM-2 (SM : smooth muscle), sont exprimés dans 

les CMLv adultes (Allahverdian et al., 2018).  

Il existe également la transgéline (SM22α) codée par le gène TAGLN. C’est une protéine 

cytosquelettique de 22 kDa, exprimée dans les CMLv. Elle se lie à l'actine et joue un rôle dans 

la contractilité et la différenciation des CMLv. Elle peut être utilisée comme un marqueur du 

remodelage vasculaire, notamment dans l’hypertension artérielle (Delbosc et al., 2008).  

La smootheline est une protéine du cytosquelette co-localisée avec l’alpha actine et 

exprimée par les CMLv contractiles. Il existe deux isoformes chez l’adulte : 59 et 110 KD, 

exprimés respectivement dans les CML viscérales et vasculaires. Ce marqueur différencie les 

CMLv des autres cellules telles que les myofibroblastes) (Lepreux et al., 2013). 

Les protéines régulées dans les CMLv contractiles et synthétiques sont résumées dans le 

tableau 4. 
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Tableau 4 : Expression des protéines des CMLv contractiles et synthétiques (adapté 

(Allahverdian et al., 2018)) 

 

Protéines Abréviations 
Phénotype 

contractile 

Phénotype 

sécrétoire 

Protéines cytosquelettiques 

Alpha actine (ACTA-2) α -SMA +++ + 

Chaine lourde de la myosine 

(MYH11) 
SMMHCs + - 

Transgéline (TAGLN) SM22α + - 

Desmine - + - 

Smootheline - + - 

Calponine (CNN1) - + - 

Tropomyosine - + - 

Heavy-caldesmon H-caldesmon + - 

Vinculine - + - 

Léiomodine 1 LMOD1 + - 

Cytokératine 8/18 CK8 et 18 - + 

Zonula occludens-2 protein ZO-2 - + 

Cinguline - - + 

Composants liés à la MEC 

Collagène VIII - - + 

Ostéopontine OPN - + 

Métalloprotéinases matricielles 

-2,-9 
MMP-2 et -9 - + 

Activateur du plasminogène de 

type urokinase 
u-PA - + 

Activateur tissulaire du 

plasminogène 
t-PA - + 

Les protéines de liaison au calcium 

S100A4 - - + 

Calmodulin CaM - + 

Cytokine 

Monocyte chemo-attractant 

protein 1 
MCP1 - + 

Interleukines-1b and -6 IL-1b et -6 - + 

Tumor necrosis factor- α TNF-α - + 

Molécules transmembranaires 

α1b1, α7b1, α8b1 Intégrines - + - 

α2b1, α5b1, αvb3 Intégrines - - + 

Intercellular adhesion 

molecule-1 
ICAM-1 - + 

Vascular cell adhesion 

molecule-1 
VCAM-1 - + 

Récepteurs 

Toll-like receptors 2 et 4 TLR-2 et -4 - + 
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1.2.2 La Matrice Extracellulaire 

La matrice extracellulaire (MEC) synthétisée par les CMLv est un assemblage de 

macromolécules qui fournissent un soutien ainsi que des propriétés élastiques à la paroi 

vasculaire. Outre son rôle structural, la MEC régule les processus cellulaires, notamment leur 

capacité à migrer, à proliférer et à survivre aux blessures (Raines, 2000). La MEC englobe les 

cellules qui la synthétisent et détermine leur phénotype. La MEC est synthétisée pendant le 

développement et la croissance de l’individu et est altérée lors de tout processus pathologique 

(Jacob, 2006).  

Les macromolécules qui constituent la matrice extracellulaire sont : les collagènes, 

l’élastine, les glycoprotéines de structure et les protéoglycanes. Les interactions qui existent 

entre ces composants sont essentielles au maintien de la cohésion tissulaire. 

 

1.2.2.1 Les collagènes  

Les collagènes forment une famille de 28 membres distincts regroupés en deux sous-

groupes : les collagènes fibrillaires et les collagènes non-fibrillaires. Chaque molécule de 

collagène est une triple hélice de trois chaînes α polypeptidiques, chacune ayant une séquence 

répétitive glycine-X-Y où le X est le plus souvent une proline et le Y est une hydroxyproline. 

Les collagènes les plus représentés dans les vaisseaux sont les collagènes I, III et IV. Leur 

fonction principale est de conférer la solidité (résistance à la rupture) et la rigidité à la paroi 

artérielle (Jacob, 2006; Raines, 2000). 

 

1.2.2.2 L’élastine 

L’élastine est une macromolécule qui constitue avec le collagène les composants majeurs 

de la MEC (Halper & Kjaer, 2014). L’élastine confère ses propriétés élastiques à la paroi 

artérielle (résistance à la dilatation) afin de s’adapter aux changements hémodynamiques et à la 

pression (Raines, 2000). 

L’élastine est synthétisée par une variété de cellules dont les fibroblastes, les cellules 

endothéliales et musculaires lisses, les chondrocytes et les kératinocytes (Halper & Kjaer, 

2014). Elle constitue 90% des fibres élastiques des artères et est associée aux 10% restant qui 

sont des microfibrilles formées des glycoprotéines de structure comme les fibrillines et les 

MAGP (microfibril-associated glycoproteins) (Jacob, 2006). Dans les artères, les fibres 

élastiques sont organisées en lames concentriques parallèles qui séparent les différentes 

couches du vaisseau et forment des barrières entre les couches des CMLv (Raines, 2000). 
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1.2.2.3 Les glycoprotéines de structure 

Les glycoprotéines de structure sont des macromolécules formées par la liaison entre des 

structures protéiques et des courtes chaines glucidiques. Elles peuvent être soit ubiquitaires 

comme la fibronectine soit exprimées spécifiquement dans les membranes basales comme les 

laminines. Ces glycoprotéines présentent une hétérogénéité de leur taille, leur structure et leur 

distribution tissulaire. Cependant, elles présentent plusieurs similarités : 1) présence de 

plusieurs domaines structuraux et fonctionnels, 2) présence de plusieurs sites de fixation aux 

cellules via les intégrines ou autres récepteurs dont le plus fréquent possède la séquence RGD 

(Arg-Gly-Asp), 3) présence de plusieurs sites d’interaction avec les autres macromolécules de 

la MEC (Jacob, 2006). 

La fibronectine est une protéine ayant un poids moléculaire de 230-270 kDa. Elle est 

synthétisée par les hépatocytes, se trouve à des concentrations plasmatiques importantes et est 

également détectée dans la MEC vasculaire où elle est synthétisée par les CMLv de la média 

artérielle. La fibronectine est importante durant le développement embryonnaire et est 

essentielle pour la migration et la différentiation de plusieurs types cellulaires. Elle joue un rôle 

dans la fixation des cellules à leur MEC et dans l’organisation du cytosquelette (Halper & 

Kjaer, 2014).  

Les laminines sont des glycoprotéines hétérotrimériques formés des 3 chaines α, β et γ et 

ayant un poids moléculaire de 850 kDa. Elles sont localisées dans les membranes basales des 

cellules endothéliales et des CMLv où elles contrôlent l’adhésion, la prolifération, la 

différentiation et la polarisation des cellules avec lesquelles elles interagissent (Halper & Kjaer, 

2014; Jacob, 2006). 

 

1.2.2.4 Les protéoglycanes 

Les protéoglycanes sont constitués d’une protéine appelée « core protein » reliées à une 

ou plusieurs chaines de glycosaminoglycanes (GAG), des chaines sucrées chargés 

négativement et très hydrophiles, qui jouent divers rôles dans la régulation de la structure et 

dans la perméabilité de la matrice (Jacob, 2006). 

Les variations du type des monosaccharides et la présence ou l'absence de modification 

par sulfatation donnent lieu aux différentes catégories principales de GAG, notamment l'acide 

hyaluronique (le seul GAG non sulfaté), l'héparine/héparane sulfate, la chondroïtine sulfate, le 

dermatane sulfate et la kératane sulfate. Leur nomenclature se base sur leurs fonctions et sur la 
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qualité de la chaine protéique (versicane, décorine). Les groupements carboxylates et sulfates 

sont fortement chargés négativement, une caractéristique qui va permettre aux GAG d’acquérir 

des propriétés de rétention d’eau, essentielles aux variations de la pression sanguine des 

vaisseaux (Casale & Crane, 2022).  

 

 

 

1.3 Adventice 

L’adventice est la couche la plus externe de la paroi artérielle. Elle est composée d'un 

réseau de tissu conjonctif comprenant des fibres de collagène, du vasa vasorum, des 

terminaisons nerveuses, quelques cellules inflammatoires résidentes et des fibroblastes  (J.-B. 

Michel et al., 2007). Grâce aux terminaisons nerveuses, l’adventice joue un rôle dans le 

contrôle du calibre (lumière) des vaisseaux en régulant le tonus des CMLv de la média 

(Majesky et al., 2011). Tous ces composants font de l’adventice la couche la plus hétérogène 

et la plus complexe de la paroi des vaisseaux.  

 

 

1.3.1 Vasa Vasorum 

Le Vasa vasorum (mot latin signifiant « vaisseaux des vaisseaux ») est un réseau complet 

de petits vaisseaux sanguins comprenant des artérioles, des capillaires et des veines. Les 

artérioles sont impliquées dans l'approvisionnement de la partie externe de la paroi artérielle 

en nutriments et en oxygène. Quant aux capillaires et aux veines, ils sont impliqués dans les 

échanges cellulaires et moléculaires y compris le drainage des composants solubles de la paroi 

(J.-B. Michel et al., 2007). 

 

 

1.3.2 Les fibroblastes 

Les fibroblastes constituent le type cellulaire le plus abondant de l’adventice vasculaire. 

Les fibroblastes proviennent d'au moins trois origines cellulaires distinctes : les cellules 

primaires mésenchymateuses, la transition épithélio-mésenchymateuse locale et les 

précurseurs dérivés de la moelle osseuse (Stenmark et al., 2013).  
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Les fibroblastes assurent la production et l’organisation des composants de la MEC 

conférant aux tissus une résistance mécanique. De plus, ces cellules sont capables de proliférer 

et de se différencier face aux agressions vasculaires tout en produisant des espèces réactives 

d’oxygène (ROS : reactive oxygen species), des chimiokines, des cytokines, des 

métalloprotéinases et de facteurs de croissance affectant ainsi le tonus et la croissance des 

CMLv et favorisant le déclenchement du processus inflammatoire (Stenmark et al., 2013). 

 

 

 

 

2. Physiopathologie de l’athérome humain 

L'athérosclérose est une maladie progressive et chronique qui touche les artères de gros et 

moyen calibre provoquant des cardiopathies ischémiques, des AVC et des maladies vasculaires 

périphériques, regroupés sous le nom des maladies cardiovasculaires (MCV) (Kobiyama & 

Ley, 2018). L’athérosclérose se développe tôt dans la vie sur des sites tels que les branches ou 

les courbures des artères où les forces de cisaillement sont faibles et le flux sanguin est perturbé 

(Chiu & Chien, 2011; Falk et al., 2013). 

La physiopathologie de l’athérosclérose est complexe avec un rôle important des cellules 

immunitaires surtout à la fin de l’évolution de la maladie et d’autres acteurs cellulaires tels que 

les cellules endothéliales et les CMLv en association avec l’hyperlipémie notamment les taux 

élevés des LDL modifiées (oxydées, agrégées…) (Schaftenaar et al., 2016). Ces interactions 

cellulaires sont importantes car les CMLv subissent un changement phénotypique 

dépendamment de leur microenvironnement (Ramel et al., 2019). En effet, les études 

histologiques des plaques d'athérosclérose provenant des autopsies humaines et des modèles 

animaux ont révélé que les CMLv contribuent largement au développement de la plaque à tous 

les stades (Basatemur et al., 2019).  

 

 

 

2.1 Classification des lésions athéromateuses 

L’American Heart Association (AHA) avait classifiée les différentes lésions 

athéromateuses en 6 catégories distinctes : type I (lésions initiales), type II (stries lipidiques), 

type III (lésions intermédiaires), type IV (athérome), type V (fibro-athérome / lésions 
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fibrolipidiques) et type VI (lésions compliquées) (Stary et al., 1995). Cependant, cette 

classification ne couvrait pas tous les types de lésions.  Ainsi une classification dynamique, 

plus physiopathologique, qui se base sur la morphologie descriptive des lésions avec une 

implication minimale des mécanismes impliqués a été instaurée (Virmani et al., 2000). Cette 

nouvelle classification divise les lésions en : lésions pré-athéromateuses, lésions 

athéromateuses progressives et lésions complexes. 

 

 

2.1.1 Les lésions pré-athéromateuses 

L'épaississement intimal diffus (DIT : diffuse intimal thickening) est souvent observé 

dans les artères sujettes à l'athérosclérose (artères coronaires, carotides et iliaques ainsi que 

l'aorte abdominale et thoracique descendante). Il est présent dès la naissance et est considéré 

comme une réponse physiologique au flux sanguin plutôt qu’un processus athéromateux 

(Yahagi et al., 2016). En revanche, la distribution des DIT chez les jeunes individus est 

similaire à celle des plaques d'athérosclérose à un âge plus avancé et ils sont largement 

considérés comme le précurseur le plus probable des plaques d'athérosclérose (Basatemur et 

al., 2019). Les DIT humains sont formés de CMLv, de protéoglycanes et d'élastine et sont 

dépourvus de macrophages et de thrombus (Basatemur et al., 2019). 

Les stries lipidiques sont dues à la convection des LDL plasmatiques riches en cholestérol 

et phospholipides à travers la paroi artérielle et leur rétention suite à l’interaction entre les 

apolipoprotéines notamment l’apoB-100 avec les protéoglycanes sécrétés par les CMLv de 

l’intima, conduisant ainsi à l’accumulation de LDL dans la couche sous-endothéliale (Tabas et 

al., 2007). Cette rétention lipidique se traduit par des stries lipidiques sous endothéliales, 

identifiées macroscopiquement comme des bourrelets jaunes sur la surface lisse luminale de la 

paroi artérielle. Microscopiquement, ces renflements lipidiques se développent sur un fond 

riche en CMLv capables de synthétiser des protéoglycanes. A ce stade, l’accumulation des 

lipides peut être intracellulaire et extracellulaire. Lorsqu'elle est observée en intracellulaire, elle 

représente les cellules spumeuses (J. Michel & Ho-Tin-Noé, 2017). 

 

 

2.1.2 Les lésions athéromateuses progressives 

La première étape de l'athérosclérose est la prolifération intimale caractérisée par la 

présence de pools lipidiques extracellulaires comprenant du cholestérol libre au sein d’une 
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MEC riche en protéoglycanes et en glycosaminoglycanes (dont l'hyaluronane). Le type 

cellulaire dominant à ce stade est les CMLv de l’intima qui sont considérées comme la source 

principale de la MEC et qui jouent un rôle dans la rétention des lipides.  Une fois retenues, les 

LDL seront oxydées ce qui déclenche le recrutement des macrophages ainsi que la 

prolifération, le changement phénotypique, voire la mort des CMLv. La mort progressive des 

cellules spumeuses induit le relargage de leur contenu en cholestérol. Ainsi, les 

microcalcifications observées au sein des pools lipidiques peuvent avoir comme source les 

CMLv activées (nombreux exosomes) voire des corps apoptotiques riches en phosphates 

exposés (Basatemur et al., 2019; Yahagi et al., 2016). 

La prolifération intimale peut évoluer vers des lésions fibrolipidiques qui constituent un 

stade ultérieur de la maladie caractérisé par la présence d'une chape fibreuse et d'un noyau 

lipidique acellulaire généré par les pools lipidiques extracellulaires et par une efférocytose 

insuffisante des cellules spumeuses mortes (CMLv et macrophages) qui vont subir une nécrose 

secondaire et libérer des facteurs inflammatoires.  Ce noyau lipidique acellulaire est pauvre en 

MEC et présente des calcifications plus étendues qui résultent de la libération des corps 

apoptotiques et de l’activité de cellules ostéochondrogéniques dont l’origine pourrait être les 

CMLv (Basatemur et al., 2019). Macroscopiquement, les bourrelets jaunes des stries lipidiques 

se recouvrent de bourrelets blancs qui représentent la prolifération des CMLv et la fibrose  

(Figure 21). 

 

 

Figure 21 : Les aspects macroscopiques des stades de l’athérome humain utilisés dans 

notre étude. 

 

 

 

2.1.3 Les lésions complexes 

Les principales manifestations cliniques de l’athérosclérose causées le plus souvent par la 

présence d’une thrombose, dépendent de la localisation anatomique du vaisseau concerné 
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(angine de poitrine et infarctus du myocarde dans les coronaires et accident vasculaire cérébral 

dans les artères carotides). La cause primaire (représentant près de 60 -70% des cas) de la 

thrombose est la rupture de la plaque alors que les autres cas sont principalement le résultat de 

l'érosion de la plaque (Basatemur et al., 2019). La rupture de la plaque est le résultat d’une 

angiogenèse centripète à point de départ adventitiel. Le mécanisme de l’angiogenèse est lipide-

dépendant. C’est la réponse tissulaire aux médiateurs lipidiques, aux phospholipides et aux 

prostaglandines synthétisés par l’intima. Suite à la convection pariétale de ces composants, le 

PPARγ (Peroxisome Proliferator-activated Receptor gamma) sera activé et induit la 

surexpression du facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF) par les CMLv de 

la média. Ce VEGF va stimuler le développement centripète des vaisseaux adventitiels (de 

l’adventice vers l’intima) en direction de la plaque (Ho-Tin-Noé & Michel, 2011). Cette néo-

angiogenèse est la principale cause des hémorragies intraplaques et la formation d’hématome 

intraplaque qui accumulent des neutrophiles et des plaquettes riches en activités protéolytiques 

(MMP-P (matrix métalloprotéinase protein-9) et élastase) et oxydatives (myélopéroxydase) ce 

qui conduit à l’érosion/rupture de la plaque (J.-B. Michel et al., 2014). Finalement, dans la 

minorité des cas, les nodules calcifiés peuvent faire protrusion dans la lumière et entraîner 

ultérieurement la formation du thrombus (Pasterkamp et al., 2017).  

 

 

 

2.2 Les acteurs impliqués dans la formation de la plaque 

athéromateuse 

2.2.1 Les lipoprotéines 

Les lipoprotéines sont à l’origine de l’athérosclérose notamment les LDL. Ces dernières 

sont des particules lipidiques sphéroïdales riches en cholestérol, enveloppées d'un revêtement 

phospholipidique avec une apolipoprotéine B entourant leur région équatoriale et qui 

transportent le cholestérol insoluble dans l'eau à travers le sang. L'athérosclérose se produit 

probablement à la suite des concentrations élevées des LDL-C qui dépassent les besoins 

physiologiques (Libby et al., 2019). Les causes génétiques responsables de l’élévation du taux 

de cholestérol et de LDL-C causant les MCV sont détaillées dans le chapitre 1. 
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2.2.2 Les Récepteurs des lipoprotéines 

Depuis la découverte du LDLr, de nombreux récepteurs apparentés sur le plan structurel 

et fonctionnel ont été identifiés. Ces récepteurs forment la famille des LDLr et comprennent 

les « LDL receptor-related proteins ou LRP », les récepteurs des VLDL et le récepteur 2 de 

l’apolipoprotéine E. En plus de leur rôle initial dans le transport du cholestérol, ces LRP ont 

une large gamme de fonctions supplémentaires qui influencent divers processus physiologiques 

et pathologiques, notamment le développement embryonnaire, l'inflammation, la thrombose, 

l'hyperplasie néo-intimale et l'athérosclérose. De leur côté, les récepteurs éboueurs ou 

« scavengers » constituent une autre famille de récepteurs structurellement différents de la 

famille des LDLr et qui reconnaissent un large éventail de ligands dont les LDL oxydées  

(Mineo, 2020).  

Dans cette partie, je détaillerai les récepteurs LRP-1, LOX-1 et CD36 afin d’évoquer le rôle 

joué par ces récepteurs dans le développement de l’athérosclérose.  

 

2.2.2.1 Récepteurs « LDL receptor-related proteins » ou LRP 

Le récepteur des LDL est le membre fondateur d'une superfamille constituée de plusieurs 

protéines transmembranaires structurellement apparentées (Roslan et al., 2019). Les membres 

de cette famille sont des récepteurs transmembranaires ancrés à la surface de la cellule. Ils 

interagissent avec divers groupes de ligands les délivrant aux lysosomes pour être dégradés 

(Hussain et al., 1999). Alors que le rôle principal du LDLr se limite à la régulation de 

l'homéostasie du cholestérol, il existe des études qui montrent que les autres membres de la 

famille ont des fonctions physiologiques supplémentaires en tant que transducteurs de signaux. 

Ces protéines participent donc à un large panel de processus physiologiques, notamment la 

régulation du métabolisme lipidique, l’athérogenèse, le développement neurologique, la 

thrombose, le transport des nutriments et des vitamines. L’importance fonctionnelle de chaque 

récepteur réside dans leur différente expression tissulaire (May et al., 2007). 

Dans cette partie, je vais développer le récepteur LRP-1, notamment sa structure, son 

expression, ses fonctions et son rôle dans l’athérogenèse vu qu’il est exprimé par les CMLv. 

 

2.2.2.1.1 LDL Receptor related protein 1 (LRP-1) 

i. Structure et Régulation 

LRP-1 est un récepteur transmembranaire ayant à la fois des propriétés d’endocytose et de 

signalisation cellulaire (Emonard et al., 2014). Il a été initialement identifié comme étant le 
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récepteur impliqué dans l’internalisation des remnants des chylomicrons et responsable du 

catabolisme des complexes α2-macroglobuline protéinase. À ce jour, on sait que LRP-1 se lie 

à plus de 40 ligands distincts qui n'ont aucun lien structurel entre eux (Mineo, 2020).  

LRP-1 appartient à la famille des récepteurs des LDL et il est synthétisé sous forme d’une 

protéine transmembranaire glycosylée de 600 kDa qui est ensuite clivée par une furine 

convertase en deux sous-unités reliées par des liaisons non covalentes. Une sous-unité 

extracellulaire ⍺ de 515 kDa et une deuxième sous-unité β de 85 kDa contenant un domaine 

extracellulaire, un domaine transmembranaire unique et un domaine intra-cytoplasmique de 

100 acides aminés (Figure 22) (Emonard et al., 2014). 

LRP-1 est exprimé par les CMLv, les CE, des neurones, les macrophages, les fibroblastes, 

les hépatocytes, les adipocytes, les cellules tumorales, les neutrophiles et les lymphocytes T (J. 

Chen et al., 2021). 

Le LRP-1 subit une régulation post-transcriptionnelle par clivage protéolytique de son 

domaine extracellulaire générant une forme soluble (sLRP-1). Cette forme a été signalée pour 

la première fois dans du plasma humain et se caractérise par la présence du domaine 

extracellulaire de la chaine ⍺ reliée d’une façon non covalente au domaine transmembranaire 

de la chaine β (Quinn et al., 1997). Ce clivage protéolytique se fait par des protéases 

transmembranaires tels que les métalloprotéinases et par d’autres enzymes identifiées tels que 

les ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) 10, 17 et 12, la MT1-MMP (membrane type 

1-matrix metalloproteinase) et le t-PA (Emonard et al., 2014). Un second clivage se fait par le 

complexe préséniline formé de protéines transmembranaires qui constituent les sous-unités 

catalytiques des γ-sécrétases. Ce clivage induit la libération du domaine intracellulaire (May et 

al., 2002). 

L’expression de LRP-1 est également régulée dans les CMLv et les macrophages. En effet, 

les CMLv hypoxiques des lésions athéromateuses stimulent l’expression de LRP-1 via HIF-1⍺ 

(Hypoxia inducible factor-1⍺). A noter que LRP-1 et HIF-1α sont colocalisés dans la lésion 

(Castellano et al., 2011). Dans les macrophages, l’expression de LRP-1 est diminuée par 

l’interféron γ et les lipopolysaccharides (LPS) (LaMarre et al., 1993).  

De plus, LRP-1 est surexprimé dans plusieurs pathologies comme la maladie d’Alzheimer 

(Kanekiyo & Bu, 2014) et la cardiomyopathie ischémique (Cal et al., 2012). Dans le cancer, 

l’expression de LRP-1 dépend du tissu, du sous-type et du grade du cancer. Il est surexprimé 

dans le cancer du sein, de l’endomètre et de la prostate. En revanche, il est régulé négativement 
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dans le cancer des poumons et le cancer folliculaire de la thyroïde (Emonard et al., 2014). 

Ainsi, LRP-1 joue un rôle important dans la physiopathologie humaine. 

 

 
 

Figure 22 : Structure de la forme mature de LRP-1 (J. Chen et al., 2021) 

 
LRP-1 est un récepteur multifonctionnel qui se lie à un large spectre de ligands 

extracellulaires et intracellulaires. La chaîne α contient des séquences répétées d’acides 

aminés riches en cystéine, ainsi que des séquences répétées de type EGF, des domaines de 

type β-propeller et de quatre domaines de liaison aux ligands (I, II, III, VI). La chaine β 

contient deux motifs NPxY qui sont nécessaires à l'endocytose et à la signalisation. LRP-1 

possède un motif YXXL adjacent qui permet une endocytose rapide.  

NPxY: Asn-Pro-X-Tyr, YXXL: Tyr-x-x-Leu. 

 

 

ii. Fonctions de LRP-1 

Comme décrit ci-dessus, le LRP-1 peut interagir avec différents ligands incluant les 

lipoprotéines, les protéines de la MEC, les facteurs de croissance, les complexes 
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protéases/antiprotéases et les toxines bactériennes. Chacun de ces ligands possède une ou 

plusieurs fonctions biologiques. Par conséquent, LRP-1 semble impliqué dans divers processus 

physiologiques et pathologiques (Emonard et al., 2014).  

En effet, la délétion du gène lrp-1 chez les souris entraine une mort embryonnaire, révélant 

l’importance de ce récepteur au cours du développement (Boucher et al., 2003). De plus, LRP-

1, via son domaine extracellulaire, est capable d’assurer l’internalisation et la clairance des 

ligands comme les remnants de lipopotéines riches en triglycérides. Des études ont montré que 

la délétion du LRP-1 entraine une augmentation des protéines plasmatiques (Emonard et al., 

2014). 

Des études GWAS ont révélé que le gène LRP-1 représente un locus de susceptibilité aux 

anévrismes de l'aorte abdominale ainsi qu'à l'élévation des lipides plasmatiques et des maladies 

coronariennes (Bown et al., 2011; McCarthy et al., 2004; Teslovich et al., 2010). 

LRP-1 est ainsi impliqué non seulement dans la régulation de processus physiologiques, 

mais également en situations pathologiques, notamment les pathologies vasculaires.  

a. LRP-1 dans les CMLv et le développement de l’athérosclérose 

Dans la paroi vasculaire, LRP-1 joue un rôle majeur dans le contrôle de la 

prolifération des CMLv et protège contre l'athérosclérose (Boucher & Herz, 2011). En 

effet, il a été démontré par Boucher et al. que les souris déficientes en Lrp-1 dans les 

CMLv sur un fond génétique Ldlr-/- et nourries par un régime riche en cholestérol, 

présentent une hyperplasie de la paroi aortique, une désorganisation de la couche 

élastique, la formation d'anévrismes aortiques et une susceptibilité accrue au 

développement des lésions athéromateuses (Boucher et al., 2003). Le mécanisme par 

lequel LRP-1 protège contre l’athérosclérose est médié par deux voies de signalisation 

distinctes des CMLv : la voie du facteur de croissance dérivé des plaquettes BB (PDGF-

BB) et la voie du facteur de croissance transformant-β (TGFβ). Ces deux voies sont 

responsables de la prolifération et de la migration des CMLv (Boucher et al., 2003). 

Ces souris déficientes en Lrp-1 spécifiquement dans les CML expriment de grandes 

quantités de PDGFβR au niveau de la paroi artérielle contrairement au souris Lrp-1 

contrôles (Boucher et al., 2003). Ainsi, la présence de LRP-1 peut moduler la 

signalisation du PDGF (Boucher & Gotthardt, 2004). Il a été aussi démontré que PDGF-

BB est un ligand de LRP-1 et que l’apoE empêche la phosphorylation du domaine 

cytoplasmique de LRP-1 induite par PDGF-BB. Ainsi, l’apoE et le gleevec (un inhibiteur 

pharmacologique des tyrosines kinases parmi lesquelles celle du PDGFβR) bloquent le 
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domaine de phosphorylation de LRP-1 et réduisent l’épaississement de la paroi artérielle 

et la formation des cellules spumeuses chez des souris Ldlr-/-, smLrp-1-/- (Boucher et 

al., 2003). Sous son état non phosphorylé, le LRP-1 peut se lier à des protéines 

adaptatrices (comme Dab2) qui participent à la régulation de l’endocytose et à la 

dégradation des complexes LRP-PDGFR-PDGFβR ce qui empêche la migration et la 

prolifération des CMLv dépendantes du PDGF et protège ainsi contre l'athérosclérose 

(Boucher & Gotthardt, 2004). 

Une autre étude in vitro a montré l’importance de la voie TGFβ dans le 

développement de l’athérosclérose via la prolifération et la migration des CMLv. En 

effet, le traitement avec rosiglitazone, un agoniste de la PPARγ et un inhibiteur de la voie 

TGFβ a montré une réduction significative dans la taille des plaques d’athérome chez des 

souris déficientes en LRP-1 sur un fond génétique Ldlr-/- (Boucher et al., 2007). 

Cependant, d’autres études ont montré que LRP-1 peut favoriser la formation de 

cellules spumeuses dérivées des CMLv, ce qui entraîne la progression de l'athérosclérose 

(J. Chen et al., 2021). L'un des principaux événements du processus athérogène est 

l'accumulation de lipides, principalement du cholestérol estérifié dans l'espace sous-

endothélial de la paroi artérielle (Llorente-Cortés et al., 2006). 

Les cellules spumeuses de la plaque d’athérome dérivent des macrophages et des 

CMLv. Les macrophages deviennent des cellules spumeuses par l'absorption des LDL 

diversement modifiées (oxydées, agrégées) (Llorente-Cortés & Badimon, 2005), tandis 

que pour les CMLv, l’accumulation des lipides en intracellulaire est due à 

l’internalisation des LDL agrégées. Contrairement aux LDL natives, les LDL agrégées 

sont un fort inducteur de l'accumulation du cholestérol estérifié en intracellulaire dans les 

CMLv humaines, ce qui stimule la formation des cellules spumeuses (Llorente-Cortés et 

al., 2006). Ces LDL agrégées sont internalisées par LRP-1 qui est régulé positivement 

par le taux de cholestérol intracellulaire des CMLv, contrairement au LDLr (Llorente-

Cortés et al., 2002). Ce mécanisme de rétrocontrôle positif stimule la formation de 

cellules spumeuses dérivées des CMLv qui sont un des principaux mécanismes pro-

athérogènes de LRP-1. Par conséquent, dans les CMLv les LDL agrégées qui conduisent 

à l’accumulation du cholestérol estérifié en intracellulaire via LRP-1 sont responsables 

de la formation des cellules spumeuses et favorisent ainsi la progression de la pathologie 

athéromateuse (J. Chen et al., 2021). 
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b. Autres fonctions de LRP-1 

En plus de l'athérogenèse, des études menées chez des souris ayant subi des 

modifications génétiques ont révélé que LRP-1 exprimé dans les CMLv joue un rôle 

protecteur contre la formation des anévrismes. En effet, les souris Lrp-1-/- présentent une 

dilatation aortique exagérée attribuée à une perturbation de l’élasticité de la paroi 

vasculaire (Mineo, 2020). De plus, les analyses histologiques ont montré que les CMLv 

des souris Lrp-1-/- présentent un phénotype synthétique  par rapport à celui des souris 

témoins ce qui prédispose aux anévrysmes de l’aorte (Muratoglu et al., 2013). En effet, 

l'absence de LRP-1 active la voie de signalisation du TGFβ qui s'accompagne d'une 

désorganisation des couches élastiques, des aortes tortueuses et d'une augmentation de la 

fibrose similaire à ce qui est observé dans les syndromes de Marfan (Boucher et al., 

2007). 

Comme dans les CMLv, le rôle de LRP-1 dans les macrophages au cours du 

développement de l’athérosclérose est controversé (J. Chen et al., 2021). La complexité 

de ce lien peut être due aux différentes voies de signalisation et aux différents types de 

cellules impliquées. LRP-1 peut également jouer un rôle protecteur contre l’inflammation 

des macrophages (Mineo, 2020). 

 

2.2.2.2 Récepteurs éboueurs ou « scavengers » 

L'activité scavenger est associée à la capacité de certains récepteurs membranaires à se lier 

et à internaliser les LDL oxydées. En effet, on croyait que les récepteurs éboueurs (SR pour 

scavengers receptors) reconnaissaient spécifiquement les épitopes générés par l’oxydation des 

LDL natives et par suite permettaient de différencier les LDL natives des LDL oxydées qui 

sont impliquées dans la pathogenèse de l’athérosclérose. Plus tard, de nouveaux membres de 

la famille des récepteurs scavenger ont été identifiés. Actuellement, il est connu que ces 

récepteurs reconnaissent différents types de ligands comme les particules de lipoprotéines 

modifiées, les phospholipides, les cellules apoptotiques, les glucides et les esters de cholestérol 

(Canton et al., 2013; Cuthbert et al., 2020). 

Les SR ont été définis pour la première fois par Goldstein et Brown en 1979. En effet, ils 

ont démontré que les macrophages étaient capables de dégrader les LDL modifiées par 

acétylation et cela grâce à la présence d’un site de liaison haute affinité capable de reconnaitre 

les charges négatives des LDL modifiées. Ainsi, les particules lipidiques seront internalisées 

aboutissant à la transformation des macrophages en cellules spumeuses (Brown et al., 1979; 
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Goldstein et al., 1979). Différents SR ont été identifiés depuis et classés en 10 classes distinctes 

sur la base de leur structure primaire. La Figure 23 représente les classes des récepteurs 

scavengers liés à l’athérosclérose (Zani et al., 2015).  

 

 

Figure 23 : Cinq classes différentes de SR (A, B, E, G, J) (Cuthbert et 

al., 2020) 

Ces cinq classes sont les plus étroitement liées à l'initiation et à la progression de 

l'athérosclérose. Ces molécules sont des biomarqueurs potentiels et des cibles 

thérapeutiques.  
 

 

Les SR sont largement exprimés par les cellules vasculaires et immunitaires y compris les 

CMLv et les macrophages dans des conditions physiologiques ou pathologiques comme 

l’athérosclérose. Le large spectre d'expression des SR a été associé à des conditions 

pathologiques telles que les maladies dégénératives du cerveau (Singh et al., 2010, p. 10; 

Wilkinson & El Khoury, 2012), les tumeurs malignes (Bächli et al., 2006), les états 

inflammatoires systémiques comme la septicémie (L. Guo et al., 2012), la polyarthrite 

rhumatoïde (Matsushita et al., 2002) et la vascularite rénale (Nagai et al., 2016). 
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Un groupe de ces récepteurs reconnaissent et lient les lipoprotéines modifiées jouant ainsi 

un rôle dans le développement de la plaque d’athérome. La fonction des SR dans la régulation 

de l'athérosclérose est un axe majeur de la recherche portant sur l’amélioration du diagnostic 

et le traitement des MCV. Dans cette partie je vais détailler deux récepteurs de cette famille : 

SR-E ou LOX-1 (Lectin-like Oxidized LDL receptor-1) et SR-B3 ou CD36 (Cluster of 

Differentiation 36). 

 

2.2.2.2.1 Lectin-like Oxidized LDL receptor-1 (LOX-1) 

Lectin-like Oxidized low density lipoprotein receptor-1 ou LOX-1, également appelé 

OLR1 et SR-E1, est une glycoprotéine transmembranaire de 50 kDa contenant 273 acides 

aminés qui appartient à la famille des lectines de type C (Mineo, 2020). Ce récepteur a été 

initialement identifié dans les cellules endothéliales bovines responsables de la liaison, de 

l'internalisation et de la dégradation des LDL oxydées (Sawamura et al., 1997). 

 

i. Structure de LOX-1 

LOX-1 est un homodimère constitué de quatre domaines : un domaine N-terminal 

cytoplasmique, un seul domaine transmembranaire, un domaine « NECK » connecteur 

extracellulaire et un domaine C-terminal extracellulaire lectin like (CTLD) (Figure 24) 

(Mineo, 2020). 

Le domaine CTLD contient un groupe d'acides aminés chargés positivement et est 

impliqué dans la liaison des ligands chargés négativement. Les études ont montré que ce résidu 

chargé positivement dans le CTLD est indispensable pour la liaison des LDL oxydées chargées 

négativement. La délétion de ce domaine abolit complètement la liaison aux LDL oxydées 

(Barreto et al., 2021). 

Un autre domaine important dans LOX-1 est le domaine NECK. Ce domaine de 80 acides 

aminés est lié à la fois au domaine transmembranaire et au domaine CTLD. L’importance du 

domaine NECK est qu’il est moins stable que les autres domaines et est la cible des protéases 

responsables du clivage de LOX-1 et de la libération de la forme soluble (sLOX-1) de 34 kDa. 

A noter que le domaine NECK n’a aucun effet sur la liaison aux LDL oxydées mais interagit 

avec le domaine CTLD et augmente sa stabilité (Barreto et al., 2021). 
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Figure 24 : Représentation schématique de la structure de LOX-1 (adaptée de (Murphy et 

al., 2006)). 

N, N-terminal ; TMD, domaine transmembranaire ; C, C-terminal) 

 

 

 

ii. Expression de LOX-1 

LOX-1 est présent dans divers types cellulaires notamment les cellules endothéliales des 

artères coronaires humaines, les macrophages, les plaquettes, les fibroblastes, les CMLv et les 

cardiomyocytes (Mehta et al., 2006). L'expression basale de LOX-1 dans divers types de 

cellules est faible, mais elle est rapidement stimulée par divers signaux pro-oxydatifs et pro-

inflammatoires tels que l’angiotensine II, les cytokines, les LDL oxydées, la TNF-α, ainsi que 

par les forces de cisaillement (Kume et al., 1998).  

Des études réalisées dans des aortes humaines ont montré que l’expression de LOX-1 est 

faible dans des aortes saines. Par contre, il est exprimé dans des aortes athéromateuses et 

notamment dans les CE, les CMLv et les macrophages de l’intima (Kataoka et al., 1999) 

L'expression de LOX-1 est augmentée notamment dans diverses conditions considérées comme 

des facteurs de risque traditionnels dans le développement de l'athérosclérose, tels que le 

diabète, l'hypertension et la dyslipidémie (Pothineni et al., 2017). 

 

iii. Fonctions de LOX-1 

LOX-1 est un acteur majeur dans toutes les étapes de l’athérosclérose, en allant des stries 

lipidiques vers la formation de la plaque d’athérome. Ceci passe par le dysfonctionnement 

endothélial, l'adhésion des monocytes, le stress oxydatif, la formation de cellules spumeuses, 

la prolifération des CML, le dépôt de collagène et l'activation des plaquettes (Pothineni et al., 

2017). 

Le rôle joué par LOX-1 dans le développement de l’athérosclérose a été démontré par 

Mehta et al. chez des souris KO Lox1-/-. Ces souris déficientes en Lox-1 et hyperlipidémiques 

(Ldlr-/-) présentaient une liaison atténuée aux LDL oxydées et se caractérisaient par une 

réduction marquée des plaques athéromateuses par rapport aux souris Ldlr-/- sans déficit en 



AZAR Yara – Thèse de Doctorat - 2022 

108 
 

Lox-1. De plus, chez les souris déficientes en Lox-1 et LDLr, l’expression des marqueurs 

inflammatoires était diminuée (Mehta et al., 2007). 

Le récepteur LOX-1 est également impliqué dans la pathogenèse de l’ischémie 

myocardique. En effet, une étude réalisée chez un modèle d’ischémie-reperfusion coronarienne 

chez le rat a montré qu’en bloquant le récepteur Lox-1 à l’aide d’un anticorps 

neutralisant, l’internalisation des LDL oxydées par Lox-1 sera inhibée et ainsi la taille de la 

région infarcie sera diminuée. L’inhibition du LOX-1 est également associée à une diminution 

de l’expression des marqueurs d’inflammation, d’apoptose et du stress oxydatif (D. Li et al., 

2003). 

Des études in vitro ont montré que les LDL oxydées provoquent l'apoptose et la nécrose 

des cellules endothéliales coronaires humaines via les caspases (J. Chen et al., 2004). Cet effet 

pro-apoptotique des LDL oxydées peut être bloqué par l'anticorps anti-LOX-1 ainsi que par 

l'antisens LOX-1 (Mehta et al., 2006). 

Concernant les CML, une étude a montré qu’en réponse à une lésion vasculaire dans des 

modèles animaux, l’expression de l’ARNm et de la protéine LOX-1 ont été augmentées dans 

les CMLv médiales et néo-intimales. L’administration de l’anticorps bloquant LOX-1 induit la 

réduction de l’hyperplasie néo-intimale ainsi que la production des espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) et l’infiltration des leucocytes dans la paroi artérielle (Hinagata et al., 2006). 

De plus, dans les CMLv, LOX-1 est impliqué dans la déstabilisation de la plaque et induit 

l’apoptose des cellules (Mineo, 2020). 

En outre, LOX-1 a également été identifié dans les plaquettes et joue un rôle dans 

l'activation plaquettaire et la formation de thrombus (M. Chen et al., 2001). Ce récepteur joue 

également un rôle dans l’hypertension et le diabète. En effet, des études ont montré que 

l’expression de l’ARNm de LOX-1 est augmentée dans les aortes des rats hypertensifs et 

diabétiques (Nagase et al., 1997). 

Toutes ces données montrent que LOX-1 est impliqué dans la médiation des effets pro-

athérogènes des LDL oxydées dans les cellules endothéliales et les CMLv au cours des diverses 

étapes de la progression de l’athérosclérose ainsi que dans d’autres maladies qui sont des 

facteurs de risque de l’athérosclérose (Figure 25). 
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Figure 25 : Mécanismes de LOX-1 dans l’athérogenèse et l’ischémie myocardique 
(Pothineni et al., 2017) 

L'activation de LOX-1 par les LDL oxydées et par d’autres stimuli entraîne une cascade de voies 

de signalisation intracellulaires qui conduisent à la formation de cellules spumeuses, à la 

prolifération des CML, l'activation des plaquettes, la production d'espèces réactives de l'oxygène 

(ROS) et la dégradation du collagène, autant d'étapes clés de l'athérosclérose. 
 

↑ = augmentation ; ↓ = diminution ; AGE = produit final de glycation avancée ; Ang II = 

angiotensine II ; ICAM = molécule d'adhésion intercellulaire ; MAPK = protéine kinase activée 

par les mitogènes ; MCP = protéine chimio-attractante monocytaire ; MMP = métalloprotéinase 

matricielle ; NF-κB = facteur nucléaire-kappa B ; NO = monoxyde d’azote ; PKC = protéine 

kinase C ; TGF = facteur de croissance tumorale ; VCAM = molécule d'adhésion des cellules 

vasculaires. 

 

 

 

iv. Génétique 

Le récepteur LOX-1 est codé par le gène OLR1 (oxidized low-density lipoprotein [lectin-

like] receptor 1 ; OMIM # 602601) situé dans un groupe de gènes de la lectine de type C situé 

en p12.3-p13 sur le chromosome 12. Il s’étend sur 7000 pb et contient 6 exons et 5 introns 

(Barreto et al., 2021). 
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Des études génétiques ont identifié des SNP du gène OLR1 qui sont associés à l'ischémie 

myocardique et aux maladies coronariennes (tableau x).  

 

Tableau 5 : Polymorphismes nucléotidiques du gène OLR1 codant LOX-1 et leur 

signification fonctionnelle (adapté de (Pothineni et al., 2017)) 

 
SNP Locus Conséquences fonctionnelles Maladies associées 

 

c.501G>C 
Exon 4 

Cette substitution faux-sens de 

l’acide aminé lysine (K) par 

une asparagine (N) en position 

167 (K167N) entraîne la 

formation d'une protéine LOX-

1 ayant une affinité réduite pour 

les LDL oxydées. 

Une association inconsistante 

avec les maladies 

coronariennes et l’infarctus du 

myocarde a été signalée dans 

différentes études. 

SNPs en 

déséquilibre de 

liaison (DL) 

Bloc de 6 SNPs en 

DL (introns 4 et 5, 

3’UTR) 

Ces polymorphismes régulent 

l'épissage alternatif de l'ARNm 

de OLR1 qui génère un 

isoforme de LOX-1 (LOXIN) 

dépourvu d'une partie du 

domaine de liaison au ligand et 

agit en bloquant l’effet négatif 

de l’activation du récepteur. 

Des associations cohérentes 

avec les maladies 

coronariennes et l’infarctus du 

myocarde dans plusieurs 

études. 

3’-UTR 

Substitution du 

nucléotide C en T 

situé 188 nucléotides 

en aval du codon de 

terminaison de 

l'ARNm d’OLR1 

En raison de son association 

avec les autres polymorphismes 

dans le bloc DL ci-dessus, ce 

polymorphisme est associé à la 

génération de l’isoforme 

LOXIN. 

Des associations cohérentes 

avec les maladies 

coronariennes et l’infarctus du 

myocarde dans plusieurs 

études. 

 

 

En effet, des études transversales ont montré que le SNP K167N (c.501 G>C) a été associé 

à une incidence accrue d'infarctus du myocarde ainsi qu'à une augmentation de l'épaisseur de 

l'intima-média carotidienne (Predazzi et al., 2012; Tatsuguchi et al., 2003; Trabetti et al., 2006). 

Une méta-analyse de sept cas témoins a indiqué que l'allèle C est significativement associé à 

l'accident vasculaire cérébral ischémique (Au et al., 2015). Cependant, une étude in vitro a 

montré que le variant K167N correspondant à l'allèle C, se lie aux LDL oxydées moins 

efficacement que le 167K (allèle G), ce qui confère probablement une protection contre 

l'athérosclérose (Biocca et al., 2009). Cette disparité dans les études doit être clarifiée. 

De plus, le bloc des 6 SNPs en déséquilibre de liaison génère un isoforme LOX-1 auquel 

manque l’exon 5 et qui est considéré comme un facteur protecteur pouvant bloquer les effets 

pro-athéromateuse de LOX-1 (Jin & Cong, 2019). 
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Les études génétiques montrent ainsi le rôle joué par LOX-1 comme un médiateur 

important des fonctions pro-athérogènes des LDL oxydées. 

 

2.2.2.2.2 Cluster of Différentiation 36 (CD36) 

Le récepteur CD36 ou « Cluster of differentiation 36 » (également appelé SRB3), 

appartient à la famille des récepteurs scavenger de classe B qui comprend également le SRB1 

et la SRB2 une protéine membranaire lysosomale dite « lysosomal integral membrane protein » 

(LIMP2). 

CD36 est une glycoprotéine transmembranaire de 88 kDa, exprimée dans divers types de 

cellules, notamment les monocytes et les macrophages, les plaquettes, les CE, les CMLv, les 

adipocytes, les cellules épithéliales du rein et les myocytes cardiaques (Y. M. Park, 2014). 

 

i. Structure de CD36 

La protéine CD36 est composée d'une seule chaîne peptidique de 472 acides aminés. Elle 

est organisée en deux domaines cytoplasmiques très courts et un grand domaine extracellulaire 

glycosylé (Figure 26) (Y. M. Park, 2014). La glycosylation étendue du CD36 est nécessaire 

au trafic de ce récepteur vers la membrane plasmique (Hoosdally et al., 2009). 

 

Figure 26 : Structure et fonction du récepteur CD36 (adaptée de (Y. 

M. Park, 2014)) 

Le CD36 est un récepteur transmembranaire composé de deux domaines cytoplasmiques 

très courts et d'un grand domaine extracellulaire glycosylé. CD36 est capable de relier 

plusieurs ligands et il est impliqué dans de nombreux processus biologiques dont 

l'immunité innée, l'anti-angiogenèse, la thrombose, l'inflammation et l'athérosclérose. 
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ii. Fonctions de CD36 

Le CD36 est capable de se lier à de nombreux ligands notamment la thrombospondine-1, 

les phospholipides oxydés, les LDL oxydées, les acides gras à longue chaîne. Le site de liaison 

de chaque ligand est différent. Grâce à ces différentes interactions, CD36 est capable d’exercer 

différentes fonctions (Moore & Freeman, 2006).  

En effet, la liaison de la thrombospondine-1 au CD36 endothélial inhibe l'angiogenèse en 

induisant l’apoptose (Moore & Freeman, 2006). De plus, le CD36 se lie aux acides gras libres 

et facilite leur translocation du milieu extracellulaire vers le cytoplasme notamment des 

myocytes et des adipocytes. Il agit également comme un SR en internalisant des signaux de 

danger exogènes et endogènes, notamment les LDL et les HDL modifiées (Mineo, 2020). 

Les études in vitro ont montré qu’en présence de LDL oxydées, CD36 favorise 

l'accumulation de lipides dans les macrophages en culture (Mineo, 2020). Il a également été 

démontré que le CD36 contribue au développement de l’hyperplasie néo-intimale par 

l'augmentation de la prolifération des CMLv et son absence favorise l’expression des protéines 

contractiles. Yue et al. ont découvert que le CD36 est fortement exprimé dans les vaisseaux 

humains présentant une hyperplasie intimale et des maladies vasculaire obstructives. De plus, 

les souris hyperlipidémique déficitaires en CD36 globalement ou sélectivement dans les CMLv 

présentent une réduction de la prolifération intimale induite par des lésions de l'artère carotide 

(Yue et al., 2019). 

Dans les cellules endothéliales, des études récentes ont montré que les souris déficitaires 

en CD36 ont une absorption réduite des acides gras par le cœur, les muscles squelettiques et le 

tissu adipeux brun, et que ces souris ne développent pas une résistance à l'insuline induite par 

un régime riche en graisses (Son et al., 2018). 

Le CD36 favorise également l'activation des plaquettes et la coagulation via les LDL 

oxydées, contribuant aux phénotypes pro-thrombotiques en cas d'hyperlipidémie (Mineo, 

2020).  

 

iii. Génétique 

Le CD36 est codée par le gène humain CD36 qui est situé sur le chromosome 7 en position 

7q11.2 et est composé de 15 exons (Y. M. Park, 2014). Les exons 1, 2 et 15 sont non codants. 

Les exons 3 et 14 codent respectivement les domaines N-terminal et C-terminal de la protéine 

CD36 (Rać et al., 2007). 

Chez l'homme, plusieurs mutations du gène CD36 ont été signalées et entrainent une 

diminution de l'expression de la protéine CD36 (Rać et al., 2007). Le déficit en CD36 est divisé 
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en deux sous-groupes en fonction des phénotypes. La déficience de type I se caractérise par 

l'absence d'expression de la protéine CD36 dans de nombreux types de cellules, notamment les 

monocytes, les macrophages et les plaquettes. Dans la déficience de type II, la CD36 est 

déficiente uniquement dans les plaquettes. Cependant, les conséquences physiologiques de la 

déficience en CD36 n'ont pas été clairement vérifiées (Y. M. Park, 2014). Les patients 

présentant une déficience en CD36 de type II ont des fonctions plaquettaires normales 

(Yamamoto et al., 1990), alors que l'incidence de cardiomyopathie, d'hyperlipidémie et de 

résistance à l'insuline sont relativement élevées chez ces patients (Y. M. Park, 2014). Ces 

études ne montrent pas si les effets de la déficience en CD36 humaine sont causés par l'absence 

de CD36 dans certains types de cellules ou s'il existe des fonctions aberrantes de la CD36 mutée 

ou des effets compensatoires. Par conséquent, des études supplémentaires sont nécessaires pour 

clarifier les effets de la déficience en CD36 chez l’homme (Y. M. Park, 2014). 

 

 

 

2.3 Rôle des cellules musculaires lisses vasculaires dans la 

progression de la pathologie athéromateuse 

L’athérosclérose est caractérisée par une surcharge lipidique due à la convection radiale 

des particules lipidiques à travers la paroi artérielle et à leur rétention dans l’intima. Les CMLv 

sont impliquées dans toutes les étapes de la progression de l’athérosclérose en allant de la lésion 

intimale jusqu’à l’érosion de la plaque (Lacolley et al., 2012). 

Les LDL plasmatiques convectées radialement sont retenues dans l'intima en raison de la 

capacité de l'apoB-100 à se lier aux protéoglycanes sulfatés, à la fibronectine et aux collagènes, 

tous sécrétés par les CMLv intimales (Olofsson & Borèn, 2005). Les LDL retenues à l’abri des 

antioxydants plasmatiques sont susceptibles d'être modifiées et seront donc oxydées et 

agrégées (Libby et al., 2019). 

Les LDL modifiées, ainsi que d'autres facteurs athérogènes, favorisent l'activation des CE 

qui secrètent de molécules adhésives (ICAM pour intercellular adhesion molecule 1, 

VCAM pour vascular cell adhesion molecule 1, sélectine) ce qui entraîne le recrutement de 

monocytes qui, dans l’intima, se différencient en macrophages exprimant des récepteurs 

scavengers. Les LDL modifiées sont absorbées par les macrophages ce qui favorise la 

formation de cellules spumeuses (Jebari-Benslaiman et al., 2022). 
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Les CMLv, comme les macrophages de l’intima, sont capables d’internaliser le cholestérol 

sous forme d’esters de cholestérol et cela grâce à la présence des récepteurs scavengers et des 

récepteurs LRP dont, comme déjà mentionné, l’expression ne diminuent pas en fonction du 

taux intracellulaire du cholestérol contrairement aux LDLr (Libby et al., 2019). D’autre part, 

la surcharge en esters de cholestérol est due à la diminution de l’expression de la cholestérol 

estérase et du transporteur ABCA1 (ATP-binding cassette transporter A1) qui joue un rôle dans 

l’efflux de cholestérol. Ceci entraîne l'absorption des LDL oxydées et la formation de cellules 

spumeuses caractérisées par un cytoplasme chargé de gouttelettes lipidiques (Allahverdian & 

Francis, 2010). 

En réponse à la lésion lipidique initiale, la maladie évolue vers la prolifération intimale où 

certaines CMLv localisées dans la média, et grâce à leurs plasticités phénotypiques, perdent 

plusieurs marqueurs de leur fonction contractile physiologique et acquièrent un phénotype 

synthétique et prolifératif (Lacolley et al., 2012). La plasticité phénotypique des CMLv est 

régulée par divers facteurs tels que : 

 les facteurs de transcription : KLF4 (Krüppel-like factor 4) qui réprime l'expression des 

gènes liés à la contraction et la myocardine (MYOCD) qui code les protéines de la 

contraction et dont l’expression sera diminuée en cas d’altérations des CMLv.  

 les facteurs de croissance tels que le PDGF (Platelet-derived Growth Factor) impliqué 

dans la répression de l’expression des gènes contractiles (transgéline (TAGLN), 

myosine (MYH11), actine (αSMA)).   

A des stades plus avancés les CMLv jouent un rôle dans la formation de la chape fibreuse 

(Basatemur et al., 2019). 

En plus de leur capacité à endocyter les molécules solubles telles que les LDL, les CMLv 

sont impliquées dans la phagocytose des cristaux, des microparticules, des particules de fer, 

des cellules apoptotiques via l’activation du phagolysosome (Lacolley et al., 2012). 

Les CMLv, grâce à leurs changements phénotypiques, sont impliquées dans tous les stades 

de l’athérosclérose et constituent la source majeure de cellules de la plaque d’athérome 

(Basatemur et al., 2019). En revanche, leur présence dans la plaque athéromateuse est sous-

estimée par rapport aux macrophages. En effet, l’activité d’endocytose/phagocytose des CMLv 

induit la surexpression des marqueurs fonctionnels tels que le récepteur scavenger de classe D 

associés aux protéines de membranes lysosomales (CD68). Ainsi, nous ne pouvons pas 

considérer le CD68 comme étant un marqueur spécifique d’une lignée cellulaire, notamment 

les macrophages, mais plutôt comme un marqueur fonctionnel de l’activité d’endocytose de 
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différentes lignées cellulaires (Lacolley et al., 2012). Par conséquent, nous avons besoin de 

nouveaux marqueurs épigénétiques spécifiques qui sont acquis durant le développement des 

lignées monocytes et CMLv autres que les marqueurs fonctionnels existants tels que le CD68 

pour pouvoir discriminer entre les différentes lignées cellulaires notamment les macrophages 

et les CMLv dans les lésiosn athéromateuses (Figure 27)  (Lacolley et al., 2012). Le KLF4 

joue un rôle dans le changement phénotypique des CML et pourrait ainsi être utilisé comme un 

marqueur spécifique pour différiencier les CML d’autres tyes cellulaires au cours de la 

pathologie athéromateuse (Shankman et al., 2015).  

 

 
Figure 27 : Rôle des cellules musculaires lisses vasculaires dans l'athérosclérose 

(Basatemur et al., 2019) 

Les CMLv constituent la source majeure de cellules de la plaque et de la MEC à tous les stades 

de l'athérosclérose et contribuent à de nombreux processus tout au long de la maladie DIT, diffuse 

intimal thickening; PIT, pathological intimal thickening 
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PCSK9 est le troisième gène impliqué dans l’ADH. Son identification a permis une 

meilleure compréhension des mécanismes de régulation de l’homéostasie du cholestérol ainsi 

que de ses complications cardiovasculaires. Des études récentes ont dévoilé un nouvel aspect 

de PCSK9 comme molécule pro-athérogène, au-delà de son rôle sur le récepteur des LDL. 

Ainsi, dans ce projet j’ai étudié PCSK9 dans le contexte de l’hypercholestérolémie familiale et 

de l’athérosclérose. L'objectif des études que j’ai mené entre l'INSERM U1148 à Paris et le 

LBTM (Laboratoire de Biochimie et Thérapies Moléculaires) à Beyrouth était donc d’élucider 

le rôle joué par PCSK9 sur les plans moléculaires et physiopathologiques. 

 

1. Hypercholestérolémie familiale 

La première partie de ce travail visait à dater la mutation gain de fonction p.(Ser127Arg) 

dans PCSK9. La p.(Ser127Arg) est l’une des premières mutations hypercholestérolémiques 

retrouvée actuellement chez 67% des patients ADH français, révélant ainsi la présence d’un 

effet fondateur. Afin de dater la mutation, 6 familles ADH françaises ainsi que 10 proposants 

français non apparentés ont été recrutés. J’ai génotypé des marqueurs polymorphes 

(microsatellites, SNPs) qui couvrent la région autour de la mutation pour tous les sujets et j’ai 

construit les haplotypes. La datation de la mutation, à il y a 612 années, a été réalisée par une 

méthode de vraisemblance qui se base sur les informations fournies par les haplotypes. Les 

détails de cette étude sont développés dans le chapitre 1 des « Résultats ». J’ai réalisé ce travail 

dans mon équipe à l’INSERM U1148 et en collaboration avec les cliniciens qui suivent les 

patients et l’équipe d’Emmanuelle Génin à Brest pour la datation. 

 

2. Dosage des taux circulants de PCSK9 dans une cohorte pédiatrique libanaise 

Le deuxième objectif de ce travail était de doser les taux plasmatiques de PCSK9 dans une 

cohorte pédiatrique libanaise afin de pouvoir étudier le lien entre les taux plasmatiques de 

PCSK9 et les données démographiques, les paramètres lipidiques ainsi qu’avec la ménarche 

chez les filles et la testostérone chez les garçons. Ce travail a été réalisé entre mon équipe à 

l’INSERM U1148 et mon équipe au LBTM à l’Université Saint-Joseph de Beyrouth. En 

collaboration avec les endocrinologues de l’Hôtel Dieu de France de Beyrouth, 681 écoliers 

libanais ont été recrutés. Le dosage a été réalisé par une technique d’Elisa LuminexTM afin 

d’analyser les corrélations entre les taux plasmatiques de PCSK9 et l’âge, le sexe, l’IMC et les 

différents paramètres lipidiques. Les résultats ont montré une corrélation entre PCSK9 et les 

taux de CT, LDL-C et non-HDL-C et que les taux de PCSK9 étaient significativement élevés 

chez les enfants dyslipidémiques. Ces corrélations suggèrent l’utilisation de PCSK9 comme un 
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marqueur de prédiction de la survenue des atteintes cardiovasculaires. Les détails de cette étude 

sont retrouvés dans le chapitre 2 des « Résultats ». 

 

3. Rôle de PCSK9 dans le développement de l’athérosclérose via les CMLv 

Le dernier objectif était d’évaluer le rôle joué par PCSK9 dans l’initiation et la progression 

de l’athérosclérose à travers sa localisation tissulaire à différents stades de la maladie et son 

éventuelle interaction avec les récepteurs scavengers des CMLv. Dans un premier temps, nous 

avons localisé PCSK9 dans la paroi d’aortes athéromateuses au sein des CMLv, et montré son 

interaction avec les récepteurs scavengers LRP-1 et LOX-1. Dans un second temps, l’étude des 

CMLv primaires a permis de valider les résultats tissulaires, d’étudier les capacités 

d’endocytose du cholestérol par les CMLv et d’éclaircir la voie d’entrée de PCSK9 dans les 

CMLv. Les résultats de ces études sont expliqués dans le chapitre 3 des « Résultats ». 
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Chapitre 1 : Datation de la mutation française 

fondatrice p.(Ser127Arg) dans PCSK9 

 

1. Introduction 

L’hypercholestérolémie familiale (HF) est une maladie génétique qui prédispose à 

l’athérosclérose et aux maladies cardiovasculaires prématurées en raison des taux plasmatiques 

élevés de cholestérol total et de LDL-C (Toft-Nielsen et al., 2022). L’HF à transmission 

autosomique dominante est due à des mutations au niveau de quatre gènes principaux : LDLR, 

APOB, PCSK9 et APOE. Des études récentes ont montré que la prévalence de cette maladie 

est de 1 sur 313 pour sa forme hétérozygote et 1 sur 300000 pour sa forme homozygote 

(Beheshti et al., 2020). Cette prévalence est plus élevée dans certaines populations dû à la 

présence de mutations à effet fondateur. C’est le cas des Afrikaners, des Canadiens Français, 

des Libanais, des Indiens d’Asie, des Tunisiens, et des Juifs de Johannesburg (Beheshti et al., 

2020).  

En France, l’HF est largement sous-diagnostiquée avec probablement moins de 1% des 

patients qui sont diagnostiqués. C’est pour cette raison principale qu’en 2015 le registre 

REFERCHOL (pour REgistre Français de l’hypERCHOLestérolémie familiale) a été mis en 

place. C’est un registre national et multicentrique qui collecte et analyse les données cliniques, 

biologiques et génétiques de patients atteints d’HF dans le but d’améliorer la prise en charge 

et le traitement des patients afin de réduire le risque de maladies cardiovasculaires (Béliard-

Lasserre, 2020). En 2017, parmi les 3381 proposants HF inclus dans REFERCHOL, 2054 ont 

eu un dépistage moléculaire et 1150 (56%) étaient porteurs de mutations : 1075 (93,5 %) dans 

le gène LDLR, 54 (4,7 %) dans APOB et 21 (1,8 %) dans PCSK9 (Rabès et al., 2018). Au total, 

416 variants pathogènes différents ont été retrouvés dans le gène LDLR.  Parmi les patients 

porteurs de mutations dans le gène APOB, 85% sont porteurs de la mutation fondatrice 

Européenne, p.(Arg3527Gln). En ce qui concerne PCSK9, la mutation la plus fréquente, 

p.(Ser127Arg) (c.381T>A), est retrouvée chez 14 patients (Rabès et al., 2018). C’est la 

première mutation identifiée au sein de deux familles HF Françaises (Abifadel et al., 2003).  

La mutation p.(Ser127Arg) a été retrouvée chez d’autres patients, Norvégiens et  Sud Africains, 
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sans qu’elle ne soit plus fréquente que les autres mutations de PCSK9 (Huijgen et al., 2021; 

Leren & Bogsrud, 2021). En France, elle représente 67% des mutants PCSK9, ce qui indique 

que c’est une mutation à effet fondateur (Rabès et al., 2018). Elle touche un acide aminé 

essentiel au clivage auto-catalytique de PCSK9, lui-même crucial pour la sécrétion de la 

protéine PCSK9 par la cellule (Pandit et al., 2008). Elle se caractérise donc par une diminution 

de la sécrétion de PCSK9. La sérine en position 127 est aussi impliquée dans l’interaction entre 

PCSK9 et le LDLr. La mutation p.(Ser127Arg) confère à PCSK9 une plus forte affinité pour 

le LDLr entraînant une diminution de l’expression des LDLr à la surface cellulaire, et 

diminuant ainsi l’internalisation du LDL-C (Martin et al., 2020). 

L’objectif principal de ce travail est d’estimer l'âge de l'ancêtre commun le plus récent 

porteur de la mutation p.(Ser127Arg) de PCSK9. 
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Abstract 

PCSK9 is the third gene involved in autosomal dominant hypercholesterolemia (ADH) 

encoding the proprotein convertase subtilisin/kexin type 9. The first ADH-causing PCSK9 

mutation, p. (Ser127Arg), is almost exclusively reported in French patients and represents 67% 

of the PCSK9 variants in France due to a founder effect. This study aims to estimate the age of 

the most recent common ancestor with the French p.(Ser127Arg) mutation in PCSK9. Six 

families and 10 index cases carrying the p.(Ser127Arg) mutation were selected for genotyping. 

Haplotypes were constructed using 11 microsatellites and 6 SNPs spanning 19.6Mb around 

PCSK9. The most likely ancestral haplotype carrying the p.(Ser127Arg) mutation is: 163-175-



237-136-182-188-L9-A-G-G-A-A-169-248 -235-240-208/-223-242-204. The age of the most 

recent common ancestor was estimated to be 23-26 generations [95% CI: 16-38].  We postulate 

that the original mutation occurred in the common ancestor of living PCSK9-p.(Ser127Arg) 

carriers, who lived in France about 612 years ago [95% CI:400-950]. 

 

Introduction 

Autosomal dominant hypercholesterolemia (ADH, MIM #143890) is one of the most frequent 

monogenic diseases, with a prevalence of one in 312 (1), characterized by high plasma levels 

of cholesterol carried by low-density lipoproteins (LDL-C). Lifelong exposure of arteries to 

elevated levels of cholesterol promotes early atherosclerotic plaque development and premature 

cardiovascular disease increasing the risk of heart attack, stroke, and peripheral vascular disease 

(2). ADH is due to mutations in four genes encoding the low-density lipoprotein receptor 

(LDLR), the apolipoprotein B (APOB), the proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 serine 

protease (PCSK9) (3), and the apolipoprotein E (APOE) (4). The respective contributions of 

these four genes in French ADH patients are: LDLR 52%, APOB 3%, PCSK9 1% (5), and APOE 

<1% (4). The first PCSK9 gain of function mutation, p.(Ser127Arg), was identified in two ADH 

families from different French regions. In the two families, the p.(Ser127Arg) is carried by the 

same haplotype suggesting that they share a common ancestor (6).  

PCSK9 is characterized by autocatalytic cleavage of its precursor form (74-KDa) to produce its 

mature and active form (60-KDa) which is secreted in the circulation (7). Independently of its 

catalytic activity, PCSK9 binds the LDL receptor at the cell surface and drives it to the lysosome 

where the complex is degraded (7). PCSK9 binds to the  LDL receptor through the combined 

interaction between the  PCSK9 catalytic domain and the LDL receptor epidermal growth factor 

domain A, and the PCSK9 pro-domain and the LDL receptor β-propeller (8). The serine at 

position 127 is highly conserved between species and plays an important role in the recognition 

of the autocatalytic cleavage site (7). Compared to wild type PCSK9, the Ser127Arg mutant 

appeared to have a 66% reduction in autocatalytic cleavage activity, leading to higher levels of 

unprocessed pro-PCSK9 relative to the mature PCSK9 (7). The p.(Ser127Arg) has also been 

shown to have a higher binding affinity for the LDL receptor through the enhanced interaction 

between the PCSK9 pro-domain and the LDL receptor β-propeller (8). This mutant was also 

associated with an overproduction of ApoB–containing VLDL particles, based on kinetic 

studies in human patients (9). 



In addition to the two French families carrying the p.(Ser127Arg) mutation, three South African 

ADH patients were reported with the p.(Ser127Arg) within 27 carriers of a PCSK9 mutation 

(10). Among 10 Norwegian ADH index patients with a PCSK9 mutation, three carried the 

p.(Ser127Arg) (11). While no p.(Ser127Arg) carriers were reported in a cohort of 11 Turkish 

ADH-PCSK9 mutation carriers (12). Thus, the p.(Ser127Arg) is not more common than the 

other ADH-PCSK9 mutations in populations aside from the French population where it 

accounts for 67% of the ADH-PCSK9 mutants due to a founder effect (5).  

This study aims to estimate the age of the most recent common ancestor with the French 

p.(Ser127Arg) mutation in PCSK9. 

 

Materials and Methods 

Patients and families 

Probands were included according to the identification of the p.(Ser127Arg) PCSK9 mutation 

in routine diagnosis. Families from 6 probands were enlarged, the HC2, HC92, and HC806 

families have been previously reported (6,13). The HC2062, HC748, and HCL1 families are 

presented in Figure S1. This study was conducted as part of trial # 05-07-06 approved by 

French Consultative Committee for the Protection of Person in Biomedical Research 

(CCPPRBs) Paris, Necker, and according to the French bioethics’ regulations. All subjects gave 

informed consent.  

Multiple of median for total cholesterol, LDL-C, HDL-C, and TG levels 

The multiple of median (MoM) for the total cholesterol (TC-MoM), LDL-C (LDL-MoM), 

HDL-C (HDL-MoM), and triglyceride (TG-MoM) values measured the deviation of an 

individual test result from the median of a reference population. It allows the comparison of 

lipid levels adjusted for age and gender using data from a French population of children (14) 

and a Dutch population of adults (15). The MoMs are ratios determined by the following: TC-

/LDL-/HDL-/TG-MoM = (TC/LDL-C/HDL-C/TG of the patient) / (TC/LDL-C/HDL-C/TG of 

the 50th percentile of his sex and age class). 

Estimation of tMRCA 

All members from the 6 families and 10 index cases were genotyped for 11 microsatellites 

spanning 19.6 Mb around PCSK9 (D1S211, D1S451, D1S2720, D1S197, D1S2661, D1S417, 



D1S200, D1S2742, D1S220, D1S473, D1S390) and 6 Single Nucleotide Polymorphism 

(SNPs) located in exon 1: p.(Leu21dup), intron 2: c.400-201 A>G, intron 3: c.524-90G>C and 

c.524-68G>C, intron 4: c.657+82 A>G, and exon 9: p.(Val474Ile) (Figure 1). The 

microsatellites PCR products (fluorescent-labeled specific primers) were analyzed in three 

multiplex runs on a Genetic Analyzer (Applied Biosystems 3500 Series). GeneMapper® 

software was used to define each individual genotype. SNPs in exons 1 and 4 were genotyped 

by Sanger sequencing and analyzed using CodonCode Aligner® Software. SNPs in exon 3 and 

exon 9 were genotyped using TaqMan® SNP Genotyping Assays. In the 6 families, haplotypes 

were reconstructed manually. The age of the most recent common ancestor (tMRCA) of 

p.Ser127Arg carriers was estimated from the length of the haplotypes shared by the carriers 

using the Estiage software (16). For each p.(Ser127Arg) carrier, haplotypes were reconstructed 

using either familial information when available or using a maximum parsimony principle as 

recommended when using Estiage. Only microsatellite markers were considered. A mutation 

rate of 0.001 per meiosis was assumed and a stepwise mutation model was considered. Allele 

frequencies were estimated on 12 non-carrier individuals who were genotyped at the same 

markers as the carriers. 

 

Results  

The genotyping of 88 patients for, at first, the 6 intragenic SNPs and 3 flanking microsatellites 

(D1S417, D1S200, D1S2742) revealed that all p.(Ser127Arg) carriers share the same intragenic 

haplotype, L9-A-G-G-A-A (Table 1) previously identified in the HC2 and HC92 families (6). 

To estimate the age of the most recent common ancestor (tMRCA), additional microsatellites 

markers (D1S211, D1S451, D1S2720, D1S197, D1S2661, D1S220, D1S473, D1S390) were 

genotyped (Table 1& S1). There is an ambiguity for the most likely ancestral haplotype 

carrying the p.(Ser127Arg) PCSK9 mutation: 163-175-237-136-182-188-L9-A-G-G-A-A-169-

248-235-240-208 (Table 1), and 163-175-237-136-182-188-L9-A-G-G-A-A-169-248-223-

242-204 (Table S1). The age of the most recent common ancestor was estimated to be 23 

generations with a 95% confidence interval (CI) of 16 to 35 for the first haplotype, and 26 

generations with a 95% CI of 18 to 38 for the second haplotype. Assuming that one generation 

equals 25 years, the mutation would therefore be about 612 years old, between 400 and 950 

years old with a 95% CI. The mutation would therefore have appeared in France between 1070 

and 1620 AD, in a period of five centuries from the Christian Crusades to the regency of Queen 

Marie de Médicis. 



While comparing the group of carriers to the non-carriers of the PCSK9 p.(Ser127Arg) 

mutation, TC-MoM, LDL-MoM, and TG-MoM were significantly higher in the carrier’s group 

while HDL-MoM was significantly lower (Table 2). 

 

Discussion 

In this study we estimated the age of the most recent common ancestor carrying the PCSK9 

p.(Ser127Arg) mutation in French ADH patients, using the Estiage software.  And we showed 

that the mutation would have appeared between the 11th and the 16th century, around 612 years 

ago. 

According to the worldwide ADH prevalence estimated at 1 in 312 (1), around 217,340 subjects 

in France may have heterozygous ADH which led to the creation of the French Registry of 

Familial Hypercholesterolemia (2,5). Among the investigated index cases included in the 

French Registry (N=2,054 patients), 1,150 (56%) carry an ADH-mutation including 1.8% 

(N=21 patients) in the PCSK9 gene. The most frequent is the p.(Ser127Arg) detected in 14 

patients (67%) (5). This low genetic heterogeneity in the French population suggests a founder 

effect. In a multinational study, to evaluate the PCSK9 inhibitor alirocumab response, among 

the 17 p.(Ser127Arg) carriers 12 are from France, 3 from Norway, and 2 from South Africa, 

suggesting a French founder effect (17). PCSK9 mutations are distributed in localized 

geographical regions and a limited number of persons. The absence of mutations overlapping 

between Holland and Japanese populations indicates geographically isolated mutations of 

recent origin (17). 

A founder effect is also reported for loss of function mutants in PCSK9 leading to 

hypocholesterolemia. The two common nonsense mutations, p.(Tyr142X) and p.(Cys679X), in 

African Americans are rare in European Americans and most carriers of either mutation share 

the same haplotype, suggesting that each is inherited from a single founder (18).  

The APOB p.(Arg3527Gln) responsible for the familial defective apo B-100 (FDB) phenotype 

is reported in many ethnicities, most notably Europeans. Worldwide p.(Arg3527Gln) carriers 

have the same haplotype (XbaI, MspI, EcoRI), suggesting that all carriers share the same 

ancestor (19). In addition, the prevalence of this disorder in Switzerland is 1/209.  This 

extremely high prevalence in Switzerland, and the prevalence gradient that persists in the 

neighboring regions (high prevalence in eastern France and southern Germany, low prevalence 



in Italy), suggest that the mutation may have developed in the common ancestor of the 

population living in this region today (20). Based on a molecular and genetic approach the age 

of the APOB p.(Arg3527Gln) was estimated at 6,750 years ago (19). The PCSK9 p.(Ser127Arg) 

seems to be much more recent, which could explain why it is less prevalent globally and less 

geographically dispersed. 

 

This is the first study to date a gain of function PCSK9 mutation. We provide molecular 

evidence that the p.(Ser127Arg) mutation originates from France. We cannot, however, rule out 

the likelihood that a founder from somewhere else brought the mutation to Europe at this time. 

For a better understanding of PCSK9 variations' geographic distribution, additional 

demographic research is required.  
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Table 1 

 

Table 1: Haplotypes of the 19.6 Mb region including PCSK9 gene in the 6 families and 10 index cases. Microsatellites’ number refers to the 

PCR product size given by GeneMapper® software. Recombinant alleles are highlighted in dark grey. The most likely ancestral haplotype is 

highlighted in light grey. * Figure S1. ** GRCh38. 

 Family Ancestral HC2 HC92 HC748 HC806 HC2062 HCL1 
Index cases 

 Nb carriers / Nb Meiosis     8/7   16/13   5/4   4/2   3/2  2/1 

 Reference   (6)  (6)  * (13)  * * 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Marker Position**    Haplotypes 

D1S211 43765684 163 163 181 183 169 165 175 163 165 183 163 183 163 183 185 183 165 

D1S451 45291668 175 175 175 175 175 175 175 175 177 177 175 179 175 175 179 175 173 

D1S2720 47442211 237 237 235 237 241 237 237 237 237 237 237 237 237 237 237 237 237 

D1S197 50284826 136 136 134 138 140 136 132 136 132 136 134 134 138 134 142 136 128 

D1S2661 53869043 182 182 182 182  -  - 186  - 190  - 186 186 182 188 188 184 182 

D1S417 54848120 188 188 188 188 188 188 188  - 188 190 188 188 188 188 188 188 188 

p.(Leu21dup) 55039879 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 

p.(Ser127Arg) 55044016  A A A A A A A A A A A A A A A A A 

400 -201 A>G 55046322 A A A A A A A A A A A A A A A A A 

524-90 G>C 55052188 G G G G G G G G G G G G G G G G G 

524-68 G>C 55052210 G G G G G G G G G G G G G G G G G 

657+82 A>G 55052493 A A A A A A A A A A A A A A A A A 

p.(Val474Ile) 55058564 A A A A A A A A A A A A A A A A A 

D1S200 55544489 169 169 169 169 169 169 169  - 169 169 169 169 169 169 169 169 163 

D1S2742 56227761 248 248 248 260 248 248 246  - 248  - 246 248 248 248 248 246 240 

D1S220 58820642 235 235 223 235 235 235 225 233 235 223 235 237 233 223 235 235 235 

D1S473 61441151 240 238 242 240 240 240 252 234 234 242 242 244 242 244 244 240 244 

D1S390 63334381 208 204 204 208 208 208 204 212 208 204 208 204 208 196 208 212 196 



Table 2 

 

 
Carriers 

p.(Ser127Arg) 

Non-Carriers 

p.(Ser127Arg) 
P value 

N 48 40  

Age 34 (11.5-47.5) 22 (13-42) 0.69 

Gender 26M/22F 22M/18F 0.57 

TC-MoM 1.80 (1.61-2.04) 1.06 (0.93-1.23) <0.0001 

LDL-MoM 2.26 (1.54-2.79) 0.82 (0.64-0.96) <0.0001 

HDL-MoM 0.96 (0.74-1.12) 1.1 (0.98-1.30) 0.0012 

TG-MoM 1.13 (0.89-1.49) 0.89 (0.69-1.22) 0.0061 

 

Table 2: Demographic and biological characteristics of the p.(Ser127Arg) carriers and 

non-carriers  

Continuous variables are expressed as Median with its interquartile ranges (1st quartile–3rd 

quartile). The Chi-square test and Mann–Whitney U test were used to perform univariate 

analysis. 

 

  



Figure 1 

 

 

 

 

Figure 1: Diagram of the 19.6 Mb region at chromosome 1p.32 including the PCSK9 gene. 
The 12 PCSK9 exons are represented by the blue rectangles. The p.(Ser127Arg) mutation is 

shown in red. The 11 microsatellites are in purple and the 6 intragenic SNPs are in green. 
  

  



Figure S1:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S-1: Pedigree of three ADH families carrying the PCSK9 p.(Ser127Arg) mutation. 

The characteristics of each individual are represented as follows: individual number, age (in 

years), total cholesterol (TC) levels (in g/L), and LDL-C levels (in g/L). +/− indicate individuals 

heterozygous for the mutation. * under cholesterol-lowering therapy. 



Table S1 

 

Table S1: Haplotypes of the 19.6 Mb region including PCSK9 gene in the 6 families and 10 index cases. Microsatellites’ number refers to the 

PCR product size given by GeneMapper® software. Recombinant alleles are highlighted in dark grey. The most likely ancestral haplotype is 

highlighted in light grey. * Figure S1. ** GRCh38. 

 Family Ancestral HC2 HC92 HC748 HC806 HC2062 HCL1 
Index cases 

 Nb carriers / Nb Meiosis   8/7   16/13   5/4   4/2   3/2  2/1 

 Reference   (6) (6)  * (13)  * * 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Marker Position**    Haplotypes 

D1S211 43765684 163 163 181 183 169 165 175 163 165 183 163 183 163 183 185 183 165 

D1S451 45291668 175 175 175 175 175 175 175 175 177 177 175 179 175 175 179 175 173 

D1S2720 47442211 237 237 235 237 241 237 237 237 237 237 237 237 237 237 237 237 237 

D1S197 50284826 136 136 134 138 140 136 132 136 132 136 134 134 138 134 142 136 128 

D1S2661 53869043 182 182 182 182  -  - 186  - 190  - 186 186 182 188 188 184 182 

D1S417 54848120 188 188 188 188 188 188 188  - 188 190 188 188 188 188 188 188 188 

p.(Leu21dup) 55039879 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 L9 

p.(Ser127Arg) 55044016  A A A A A A A A A A A A A A A A A 

400 -201 A>G 55046322 A A A A A A A A A A A A A A A A A 

524-90 G>C 55052188 G G G G G G G G G G G G G G G G G 

524-68 G>C 55052210 G G G G G G G G G G G G G G G G G 

657+82 A>G 55052493 A A A A A A A A A A A A A A A A A 

p.(Val474Ile) 55058564 A A A A A A A A A A A A A A A A A 

D1S200 55544489 169 169 169 169 169 169 169  - 169 169 169 169 169 169 169 169 163 

D1S2742 56227761 248 248 248 260 248 248 246  - 248 -  242 248 248 248 248 246 240 

D1S220 58820642 223 235 223 235 235 235 225 233 223 223 235 223 225 223 225 235 235 

D1S473 61441151 242 238 242 240 240 240 252 234 234 242 242 244 242 244 244 240 244 

D1S390 63334381 204 204 204 208 208 208 204 212 208 204 208 204 208 196 208 212 196 
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3. Discussion 

Dans cette étude, nous avons estimé l’âge de l’ancêtre commun de la mutation à effet 

fondateur p.(Ser127Arg) dans PCSK9.  

Notre étude portait sur 10 proposants non apparentés ainsi que six familles d’origine 

française : la famille HC2 formée de 23 patients, la famille HC92 formée de 41 patients, la 

famille HC748 formée de 5 patients, la famille HC806 formée de 8 patients, la famille HC2062 

formée de 4 patients, la famille de Lyon formée de 2 patients. Tous sont porteurs de la mutation 

p.(Ser127Arg). 

Afin de pouvoir dater la mutation, des haplotypes ont été construits avec 3 marqueurs 

microsatellites (D1S200, D1S417, D1S2742) couvrant la région 1p34.1-p32 autour de PCSK9. 

J’ai réalisé le génotypage des microsatellites en utilisant des séquenceurs automatiques (le 

logiciel GeneMapper® a été utilisé pour déterminer la longueur des allèles (pb)) (Figure 28). 

En plus de ces 3 microsatellites, j’ai génotypé 6 SNPs dans PCSK9 : p.(Leu21dup), c.524-68 

G>C, c.524-90G>C, c.657+82 A>G, analysés par séquençage Sanger et c.400-201 A>G, 

p.(Val474Ile) analysés par sondes TaqMan® allèles spécifiques afin de discriminer entre les 

deux allèles d’un SNP déterminé (Figure 29). 

 

 
Figure 28 : Résultats des microsatellites. 

Les pics représentent les allèles différents de chaque microsatellite. Ces derniers sont amplifiés 

par PCR en utilisant des amorces couplées à des fluochromes (FAM (fluorescéine, fluorescent 

dans le bleu) et HEX (6-carboxy 2',4',7',4,7-hexachlorofluorescéine, fluorescent dans le jaune)). 

Ainsi, pour un même individu, plusieurs microsatellites de tailles proches peuvent être analysés 

dans un même run. Un marqueur de taille couplé à un fluorochrome (ROX) est présent dans 

chaque puits et migre en même temps que les produits PCR. Cela permet de calibrer et de définir 

la taille des différents allèles du microsatellite dans l'intervalle 50-350 pb. Le logiciel 

GeneMapper® est utilisé pour déterminer la taille des différents allèles des microsatellites (pb). 
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Figure 29 : Résultats de Génotypage 

Appareil Real-Time PCR de Applied Biosystems ® 

 
 

Pour l'analyse des haplotypes, pour chaque marqueur, l'allèle commun chez les porteurs 

de la p.(Ser127Arg) a été interprété comme l'allèle associé à la mutation. Les résultats 

préliminaires ont montré que l'haplotype des porteurs de la mutation p.(Ser127Arg) est le même 

dans toutes les familles étudiées ainsi que chez les 10 cas isolés : 5’-188/190-L9-A-G-G-A-A-

169-248-3’. La différence pour les allèles du microsatellite D1S417, 188/190, peut être due à 

la perte d'une répétition CA au cours des générations. Ces résultats ont validé l’effet fondateur 

déjà connu de la mutation p.(Ser127Arg) (Abifadel et al., 2003). 

Afin de dater l'âge de l'ancêtre commun le plus récent, des microsatellites supplémentaires 

(D1S211, D1S451, D1S2720, D1S197, D1S2661, D1S220, D1S473, D1S390) ont été ajoutés, 

élargissant la région génotypée autour de la mutation. Les résultats de l'analyse des haplotypes 

ont révélé que l’haplotype ancestral le plus probable porté par tous les patients était : 5’-163-

175-237-136-182-188-L9-A-A-G-G-A-A-169-248-235-240-208/-223-242-204-3’. 

L'âge de l'ancêtre commun le plus récent a été estimé à partir d'une méthode de 

vraisemblance qui utilise des marqueurs hautement polymorphes développée par l’équipe 

d’Emmanuelle Genin à Brest (Estiage software). Cette méthode est basée sur les informations 

fournies par les individus atteints. La longueur des haplotypes hérités sous forme de segments 

du porteur ancestral varie en raison d'événements de recombinaison aléatoires. Sur la base de 

leurs longueurs qui diminuent avec le temps, l'âge de la variation est estimé. 
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L'âge de l'ancêtre commun le plus récent de la mutation p.(Ser127Arg) est estimé à 23-26 

générations avec un intervalle de confiance à 95 % (de 16 à 38). En supposant qu'une génération 

est égale à 25 ans, la mutation serait donc âgée d'environ 612 ans (intervalle de confiance à 

95% de 400 à 950). 

Les mutations gain de fonction de PCSK9 sont identifiées dans des populations localisées 

dans des zones géographiques déterminées et dans un nombre limité de familles. Ainsi, 

l’isolement géographique de ces mutations suggère qu’elles sont probablement dues à des 

mutations privées dans différentes populations et sont alors des mutations à effet fondateur. 

C’est le cas de la mutation p.(Ser127Arg) retrouvée quasi-exclusivement chez des patients FH 

français et qui est datée à 612 ans. 

La mutation p.(Ser127Arg) de PCSK9 est aussi retrouvée en Norvège (Leren & Bogsrud, 

2021) et en Afrique du Sud (Huijgen et al., 2021) et serait apparût en France entre l’an 1070 et 

l’an 1620, dans une période de 5 sciècles (XIème – XVIIème) des croisades au règne de Marie de 

Médicis. Sur la fin de cette période, des migrations de France vers l’Europe du Nord et 

l’Afrique sont survenues avec l’exode des huguenots français vers les pays protestants afin 

d’échapper aux persécutions. De 1560 à 1760, plus de deux cent mille huguenots ont pri le 

chemin de l’exil. Une première vague de départ a lieu dès le XVIe siècle avec les premières 

persécutions de 1560, et surtout après la Saint-Barthélemy, des fugitifs quittent le royaume 

pour Genève, l’Angleterre ou les Pays Bas. D’autres huguenots, très minoritaires, s’établissent 

plus loin : dans les états protestants du nord de l’Europe (Danemark, Norvège, Suède) jusqu’à 

Saint-Pétersbourg et outre-mer en Afrique du Sud ou dans les colonies britanniques 

d’Amérique du Nord (« Le Refuge huguenot », s. d.). Environ 1 200 des 200 000 protestants 

qui quittèrent la France après la révocation de l'édit de Nantes, de 1685 à 1715, choisissent de 

partir pour l'Afrique du Sud et rejoingnirent la colonie du Cap. Aujourd'hui, 20% des 

Afrikaners (Sud-africain blanc d’origine néerlandaise, française, allemande ou scandinave) 

portent des noms français. Une seconde vague d’émigration vers le Nord a lieu entre 1720 et 

1750, en liaison avec l’essor du commerce colonial car les ports de la mer du Nord et de la 

Baltique possédaient d’importantes communautés de réfugiés huguenots très impliqués dans le 

commerce international. En Norvège, Jacques Buttaud, originaire de Saint-Martin-de-Ré, se 

réfugie à Bergen, où il crée une entreprise d’importation de vin et de sel français. Quelques 

années plus tard, en 1716, le roi de France le nomme consul de la nation française dans le port 

norvégien (Pourchasse, 2010). 

En supposant que la mutation identifiée aujourd’hui en Norvège et en Afrique du Sud soit 

issue du même ancêtre commun que la mutation française, elle serait apparue avant ces 
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migrations de protestants vers l’Europe du Nord et l’Afrique. A notre connaissance, la mutation 

p.(Ser127Arg) de PCSK9 n’est pas rapportée dans d’autres pays refuge des hugenots.  

L’étude de l’haplotypage de la région encadrant PCSK9 chez ces porteurs de la mutation 

p.(Ser127Arg) Norvégiens et Sud-Africains est en cours d’étude et pourrait apporter plus 

d’éléments quant à l’origine de cette mutation gain de fonction de PCSK9. 
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Chapitre 2 : Dosage de PCSK9 dans une 

cohorte pédiatrique libanaise 

 
 

1. Introduction 

PCSK9 est le troisième gène impliqué dans l’ADH (Abifadel et al., 2003). Il code une 

protéine qui induit la dégradation des récepteurs des LDL au niveau hépatique 

indépendamment de son activité catalytique jouant ainsi un rôle dans l’homéostasie du 

cholestérol (Abifadel et al., 2014). Les mutations gain de fonction de PCSK9 sont responsables 

de l’hypercholestérolémie alors que les mutations perte de fonction sont associées à des 

concentrations faibles de LDL-C (Baass et al., 2009).  

Des études réalisées chez l’adulte ont montré que les taux plasmatiques de PCSK9 sont 

positivement corrélés au taux de cholestérol total et de LDL-C (Alborn et al., 2007; Mayne et 

al., 2007). De plus, d’autres études ont montré que les taux circulants de PCSK9 sont 

significativement corrélés à la glycémie à jeun et à l’indice de masse corporelle (BMI) (Dubuc 

et al., 2010).  

Une étude réalisée par Bass et al. dans une cohorte d’enfants et  d’adolescents a montré 

que les taux circulants de PCSK9 sont associés à l'âge, au sexe et à de multiples marqueurs 

métaboliques dans l'enfance (Baass et al., 2009). En effet, les taux de cholestérol dans l’enfance 

et l’adolescence peuvent prédire la survenue de maladies cardiovasculaires à l’âge adulte 

(Labarthe et al., 2003).  

La population libanaise est caractérisée par une fréquence élevée de dyslipidémies. Une 

étude réalisée chez des enfants libanais âgés de 2 à 10 ans a montré une prévalence élevée de 

dyslipidémies dans cette cohorte par rapport aux enfants des autres populations (Georges et al., 

2019). Cependant, les taux plasmatiques de PCSK9 n’ont pas été mesurés dans des populations 

pédiatriques du Moyen Orient. Ainsi, l’objectif de cette étude est d’évaluer les taux 

plasmatiques circulants de PCSK9 dans une cohorte formée d’écoliers libanais âgés entre 8 et 

18 ans et d’étudier son association avec l'âge, le sexe, le BMI, les paramètres lipidiques et la 

Lp(a). De plus, les relations entre PCSK9 et la ménarche chez les filles et entre PCSK9 et le 

taux de testostérone chez les garçons sont évaluées. 
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Abstract:  In adults, elevated  levels of  circulating Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin  type 9 
(PCSK9) have been associated with increased Low‐density lipoprotein cholesterol (LDL‐C), triglyc‐

erides (TG), and worse cardiovascular outcomes. However, few studies analyzed the relation be‐

tween PCSK9 and lipid parameters in pediatric populations. The aim of our study is to evaluate the 

distribution and the correlation of serum PCSK9 levels with lipid parameters in a sample of Leba‐

nese school children. Using an immunofluorescence assay, we measured serum PCSK9 levels in 681 

school children recruited from ten public and private Lebanese schools. We analyzed the association 

between PCSK9 and age, sex, Body Mass Index (BMI), and lipid parameters (total cholesterol (TC), 

LDL‐C, TG, High‐density lipoprotein cholesterol (HDL‐C), non‐HDL‐C, and lipoprotein (a) (Lp(a)). 

Serum PCSK9  levels were  significantly  correlated with TC, LDL‐C,  and non‐HDL‐C  (p value  < 

0.0001) but not with TG, HDL‐C, and Lp(a). PCSK9 levels were also significantly higher in children 

with high TC, LDL‐C, and non‐HDL‐C (p values = 0.0012, 0.0002, 0.001, respectively). No significant 

gender differences in PCSK9 were found. In addition, no significant associations between PCSK9 

and both age and BMI percentiles were observed. In girls, no difference in PCSK9 values was ob‐

served according to menarche while in boys, testosterone levels were not significantly associated 

with PCSK9. Serum PCSK9 levels were significantly correlated with TC, LDL‐C, and non‐HDL‐C 

levels. Further studies are needed to find if PCSK9 measurements have an additional value to pre‐

dict future cardiovascular outcomes in pediatric populations.   

Keywords: pediatric; dyslipidemia; PCSK9; lipoprotein (a); cholesterol; Lebanon 

 

1. Introduction 

Atherosclerotic cardiovascular disease (ASCVD) is a leading cause of mortality in the 

world  [1].  Atherosclerotic  lesions  begin  early  in  life  and  are  highly  correlated  with 

dyslipidemia [2–4]. At an early age, high low‐density lipoprotein cholesterol (LDL‐C) ac‐
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celerates the onset of atherosclerosis leading to coronary heart disease (CHD)  in adult‐

hood [5]. Early diagnosis and optimal management of abnormal lipid profile will likely 

slow down the progression of atherosclerosis [6]. Lipoprotein(a) (Lp(a)) is another lipo‐

protein associated to ASCVD [7]. It has a similar composition to LDL‐C and is character‐

ized by the presence of a covalent bond between apolipoprotein(a) (apo (a)) and apolipo‐

protein(B) (apo B100) [8]. 

The Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin type 9 (PCSK9) gene was identified  in 

2003 by Abifadel et al. as the third gene responsible for familial hypercholesterolemia (FH) 

[9]. The encoded protein of 692 amino acids is an enzyme belonging to the large family of 

proprotein convertases, and it is mainly expressed in the liver, gut, kidney, and nervous 

system [10]. PCSK9 degrades the LDL receptor (LDLr) by binding to its epidermal growth 

factor‐like domain A (EGF‐A) independently of its catalytic activity and directs the LDLr 

into lysosomes for degradation [10]. The PCSK9 gain of function variants are associated 

with elevated levels of LDL‐C and are responsible for some forms of FH and an increase 

in  coronary heart disease  [11], while  loss‐of‐function variants  are  associated with  low 

LDL‐C  levels and a decrease  in ASCVD risk  [12].  In adult populations, several studies 

have evaluated  the association between PCSK9  levels and other  lipid or  inflammatory 

parameters [13–16]. Elevated levels of circulating PCSK9 have also been associated with 

increased LDL‐C, triglycerides (TG), and worse cardiovascular outcomes [17]. However, 

only one study has been conducted on children based on a French‐Canadian population 

sample [18]. 

Dyslipidemia refers to a group of lipid disorders characterized by high levels of total 

cholesterol (TC), LDL‐C, non‐high‐density lipoprotein cholesterol (non‐HDL‐C), TG, and 

low  levels of high‐density  lipoprotein cholesterol  (HDL‐C)  [19]. Non‐HDL‐C, which  is 

calculated  by  subtracting HDL‐C  from  TC,  is  as  good  as  or  better  than  other  lipid 

measures, such as LDL‐C, in predicting atherosclerosis. In addition, because in children 

the difference between fasting and nonfasting TG levels is minimal, a nonfasting meas‐

urement of TG could be reliable [20].   

Dyslipidemia  is  highly  prevalent  in Lebanon  in  both  adults  [21,22]  and  children 

[19,23,24]. In our previous study, we found that the prevalence of high non‐HDL‐C, high 

TG, and high Lp(a) in Lebanese school children are, respectively, 9.2%, 26.6%, and 14.4% 

[23,24]. However, PCSK9 has never been measured in Middle Eastern pediatric popula‐

tions.   

The objective of this study is to evaluate circulating PCSK9 levels in a sample of the 

Lebanese pediatric population and to characterize its association with age, gender, BMI, 

lipid parameters, and Lp(a). In addition, the relationship of PCSK9 with menarchal status 

in girls and with testosterone in boys is assessed. 

2. Results 

2.1. Characteristics of the Population 

A total of 681 children, 347 boys and 334 girls (50.95% boys and 49.05% girls) were 

included in the study (Table 1). The median age of the population was 12.94 (10.68–14.73) 

years with no significant gender difference (p‐value = 0.19). As shown in Table 1, 40.97% 

of subjects are aged between 8–11 years, 35.7% between 12 to 15 years, and 23.3% between 

15 and 18 years. A total of 183 girls (54.80%) had their menarche. 
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Table 1. Baseline demographic, BMI percentile, and lipid parameters of the total population, and 

boys and girls when taken separately. Categorical variables are expressed as percentages and non‐

normal continuous variables are expressed as Median with its interquartile ranges (1st quartile–3rd 

quartile). 

 
Total Population   

(n = 681) 

Boys   

(n = 347) 

Girls   

(n = 334) 

Age  12.94 (10.68–14.73)  13.21 (10.80–14.73)  12.54 (10.52–14.73) 

Age groups       

8–11 years (n = 279)  40.97%  37.18%  44.91% 

12–14 years (n = 243)  35.68%  39.19%  32.04% 

15–18 years (n = 159)  23.35%  23.63%  23.05% 

BMI percentiles       

Obese (n = 77)  11.31%  13.26%  9.28% 

Overweight (n = 130)  19.09%  21.90%  16.17% 

Normal or thinness (n = 474)  69.60%  64.84%  74.55% 

Lipid parameters       

TC (mmol/L)  4.10 (3.60–4.60)  4.00 (3.54–4.50)  4.19 (3.60–4.60) 

LDL‐C (mmol/L)  2.50 (2.08–2.96)  2.45 (2.05–2.94)  2.56 (2.14–3.01) 

TG (mmol/L)  1.08 (0.80–1.56)  1.05 (0.75–1.48)  1.14 (0.84–1.61) 

HDL‐C (mmol/L)  1.30 (1.10–1.50)  1.25 (1.10–1.50)  1.30 (1.10–1.50) 

Non‐HDL‐C (mmol/L)  2.70 (2.30–3.20)  2.61(2.27–3.20)  2.80 (2.32–3.30) 

Lp(a) (nmol/L)  26 (10–48)  25 (10–46)  26 (10–55) 

The median BMI percentile was 69.50 (38.00–88.90) with no significant difference be‐

tween boys and girls  [70.20  (38.20–90.70) vs. 68.60 (37.70–85.35), respectively, p‐value = 

0.23]. 11.31%  (13.26% boys and 9.28% girls) of  the participants were obese and 19.09% 

(21.90% boys  and  16.17% girls) were overweight, with  a  significant gender difference 

when comparing the 3 BMI groups (p‐value = 0.02). 

2.2. Distribution of Lipid Parameters According to Age and Gender 

Lipid parameters in the entire population and by gender are also shown in Table 1. 

Girls had significantly higher TC, non‐HDL‐C, and TG levels than boys (p values of 0.02, 

0.048, and 0.03,  respectively), while no  significant gender differences are observed  for 

HDL‐C and LDL‐C. No significant difference was observed  in Lp(a) between girls and 

boys (p‐value = 0.34). 19 children (2.8%) had very high LDL‐C (≥4.1 mmol/L) suggestive 

of FH  [25]. However,  in  these children, we did not collect  information on  their  family 

history of premature coronary artery disease or perform a DNA analysis to confirm the 

diagnosis of FH. 

2.3. PCSK9 Levels Distribution in the Overall Population 

In the overall population, serum PCSK9 levels varied from 13.48 to 692.9 ng/mL (Fig‐

ure 1) with no significant gender difference (p‐value = 0.60) as shown in Table 2. No sig‐

nificant correlation was observed between PCSK9 and both age and BMI percentiles in 

the entire sample (r = −0.013, p = 0.74; r = 0.035, p = 0.36, respectively), and when the anal‐

ysis was performed separately in boys and girls (For age: [r = −0.079, p = 0.14 in boys and 

r = 0.057, p = 0.30 in girls]). For BMI percentiles: [r = 0.08, p = 0.14 in boys and r = −0.036, p 

= 0.51 in girls, respectively]) (Table 2). 
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Figure 1. The distribution of serum proprotein‐convertase‐subtilisin/kexin  type 9  (PCSK9)  in  the 

overall population. 

Table 2. The relationship between PCSK9 levels and age and Body Mass Index (BMI). The PCSK9 

concentrations (ng/mL) are expressed as median with interquartile ranges (1st quartile–3rd quar‐

tile). The Mann–Whitney U test was used to calculate the p values of PCSK9 between boys and girls. 

The Kruskal–Wallis test yielded p values for age groups and BMI categories. 

Characteristics  Total Population  Boys  Girls 
p‐Value (Gen‐

der) 

Total population  63.22 (44.59–91.80)  65.14 (42.40–95.80)  62.05 (46.48–88.45)  0.60 

Age groups         

8–11 years (n = 279)  64.30 (46.95–93.38)  71.08 (47.55–109.0)  59.63 (46.26–86.75)  0.07   

12–14 years (n = 243)  63.22 (42.82–86.83)  63.62 (40.53–85.91)  63.16 (46.36–88.18)  0.91 

15–18 years (n = 159)  60.55 (44.51–93.96)  58.70 (40.69–86.03)  61.74 (47.30–95.34)  0.35 

p‐value (age groups)  0.49  0.13  0.71   

BMI percentiles         

Obese  64.86 (46.60–90.45)  67.41 (48.34–99.83)  58.84 (44.76–85.71)  0.55 

Overweight  68.30 (49.17–100.10)  73.80 (48.97–102.60)  62.67 (48.94–96.08)  0.39 

Normal or thinness  61.56 (43.26–89.69)  60.02 (40.61–94.41)  62.25 (46.36–88.70)  0.75 

p‐value (BMI group)  0.13  0.15  0.76   

2.4. PCSK9 Relationship with Lipid Parameters 

In the total population, PCSK9 levels correlated significantly, with TC, LDL‐C and 

non‐HDL‐C  levels: r = 0.198, p < 0.0001; r = 0.196, p < 0.0001; and  r = 0.185, p < 0.0001, 

respectively. This correlation was still significant when boys and girls were analyzed sep‐

arately: r = 0.19, p = 0.0003; r = 0.19, p = 0.0003; and r = 0.18, p = 0.0011, respectively, for 

boys, and r = 0.21, p < 0.0001; r = 0.21, p < 0.0001; and r = 0.21, p < 0.0001, respectively, for 

girls. 

However, in the overall population as well as in boys and girls, no significant corre‐

lation between PCSK9 and TG was found (r = 0.037, p = 0.33; r = 0.038, p = 0.49; and r = 

0.047,  p  =  0.39,  respectively).  Similarly,  no  significant  correlation was  found  between 

PCSK9 and HDL‐C (r = 0,028, p = 0.46; r = 0.055, p = 0.31; and r = 0.00038, p = 0.99, respec‐

tively), or Lp(a) (r = −0.022, p = 0.56; r = −0.067, p = 0.21; and r = 0.034, p = 0.53, respectively). 
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2.5. Comparison of PCSK9 Levels between Normolipidemic and Hyperlipidemic Subgroups 

In the overall population, 53 subjects (7.78%) had high TC, 87 (12.78%) had high LDL‐

C, 72 (10.57%) had high non‐HDL‐C, and 198 (29.07%) had high TG. The PCSK9 levels 

were 31.80%, 26%, and 18.7% higher  in  the subgroups with high TC, high LDL‐C, and 

high non‐HDL‐C, respectively, compared to the normal/borderline subgroups (p = 0.001, 

p = 0.0002, p = 0.001, respectively) (Figure 2). No significant difference was found in PCSK9 

levels between the subgroup with high TG compared to the one with normal/borderline 

TG (p‐value = 0.86) (Table 3). 

Finally, PCSK9 levels did not differ between the 88 children (12.92%) with abnormal 

Lp(a) levels and the rest of the sample (p‐value = 0.23) (Table 3). 

 

Figure 2. Median PCSK9  levels  in  the normal group and  in  the  three  subgroups  [high TC  (≥5.2 

mmol/L), high LDL‐C (≥3.4 mmol/L), high Non‐HDL‐C (≥3.8 mmol/L)]. ** p = 0.001, *** p = 0.0002. 
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Table 3. Baseline demographic, PCSK9 values, and lipid parameters of the five subgroups (high TC, high LDL‐C, high Non‐HDL‐C, high Lp(a), high TG) when 

taken  independently. Categorical variables are expressed as percentages and non‐normal continuous variables are expressed as median with  its  interquartile 

ranges (1st quartile–3rd quartile). 

 

Normal/ 

Borderline 

Group 

(n = 628) 

High TC 

(n = 53) 

Normal/ 

Borderline 

Group 

(n = 594) 

High LDL‐C 

(n = 87) 

Normal/ 

Borderline 

Group 

(n = 609) 

High Non‐HDL‐C 

(n = 72) 

Normal/ 

Borderline 

Group 

(n = 593) 

High Lp(a) 

(n = 88) 

Normal/ 

Borderline Group 

(n = 483) 

High TG 

(n = 198) 

Age 
12.95 

(10.74–14.71) 

12.72 

(10.15–15.15) 

12.95 

(10.67–14.71) 

12.94 

(10.92–15.28) 

12.94 

(10.72–14.69) 

13.00 

(10.32–15.40) 

12.90 

(10.59–14.71) 

13.31 

(11.32–14.95) 

13.18 

(10.88–15.23) 

12.33 

(10.34–14.24) 

PCSK9 value (ng/mL) 
62.29 

(44.05–89.17) 

82.10 

(55.72–120.6) 

61.30 

(43.98–88.25) 

77.25 

(53.60–119.10) 

61.85 

(43.99–89.31) 

73.40 

(57.18–118.60) 

63.85 

(45.31–92.13) 

58.09 

(41.15–84.92) 

63.39 

(45.07–90.96) 

62.95 

(43.85–96.05) 

Lipid parameters                   

TC (mmol/L) 
4.00 

(3.57–4.40) 

5.60 

(5.43–5.90) 

4.00 

(3.50–4.380) 

5.30 

(4.90–5.70) 

4.00 

(3.52–4.40) 

5.48 

(5.00–5.80) 

4.10 

(3.60–4.59) 

4.10 

(3.73–4.78) 

4.00 

(3.50–4.47) 

4.30 

(3.89–4.80) 

LDL–C 

(mmol/L) 

2.44   

(2.06–2.84) 

3.94   

(3.59–4.20) 

2.40   

(2.04–2.79) 

3.62   

(3.45–4.05) 

2.41   

(2.05–2.81) 

3.77   

(3.55–4.10) 

2.48   

(2.07–2.95) 

2.59   

(2.19–3.10) 

2.40   

(2.04–2.86) 

2.77 

(2.29–3.25) 

TG   

(mmol/L) 

1.05 

(0.78–1.50) 

1.38 

(1.09–1.91) 

1.025 

(0.77–1.47) 

1.43 

(1.10–1.92) 

1.02 

(0.77–1.44) 

1.74 

(1.22–2.45) 

1.07 

(0.79–1.57) 

1.20 

(0.84–1.54) 

0.89 

(0.71–1.13) 

1.92 

(1.63–2.46) 

HDL‐C (mmol/L) 
1.30 

(1.10–1.50) 

1.30 

(1.15–1.65) 

1.30 

(1.10–1.50) 

1.20 

(1.00–1.40) 

1.30 

(1.10–1.50) 

1.10 

(1.00–1.32) 

1.30 

(1.10–1.50) 

1.30 

(1.1–1.50) 

1.30 

(1.20–1.50) 

1.10 

(1.00–1.30) 

Non‐HDL‐C (mmol/L) 
2.64 

(2.30–3.10) 

4.30 

(3.90–4.55) 

2.60 

(2.26–3.00) 

4.00 

(3.72–4.38) 

2.60 

(2.30–3.10) 

4.10 

(3.90–4.40) 

2.70 

(2.30–3.20) 

2.90 

(2.40–3.30) 

2.60 

(2.20–3.00) 

3.11 

(2.70–3.70) 

Lp(a) 

(nmol/L) 

24 

(10–46.75) 

44 

(20–104) 

24 

(10–46.25) 

35 

(15–65) 

25 

(10–48) 

32.50 

(14.25–62) 

21 

(8–40) 

130 

(94–175) 

25 

(10–48) 

29 

(10–52) 
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2.6. Relationship between PCSK9 and Menarche in Girls and Testosterone in Boys 

The PCSK9  levels did not differ significantly between girls who already had  their 

menarche (n = 183) and those who did not (n = 151) (61.85 ng/mL (46.64–89.65) vs. 62.32 

ng/mL (46.36–87.81), p‐value = 0.94). 

A significant positive correlation between serum PCSK9 levels and TC, LDL‐C and 

non‐HDL‐C was observed in post menarche (r = 0.323, p < 0.0001; r = 0.30, p < 0.0001; r = 

0.31, p < 0.0001, respectively), but not in pre‐menarche (r = 0.077, p = 0.34; r = 0.071, p = 0.38; 

r = 0.071, p = 0.39, respectively). 

In boys, the correlation between serum PCSK9 levels and testosterone levels for val‐

ues above the detectable threshold of >20 ng/mL (n = 216) was not significant (r = −0.014, 

p‐value =0.84). 

2.7. Multiple Linear Regression Analysis with PCSK9 as the Dependent Variable 

Using multiple linear regression, PCSK9 remained significantly associated with non‐

HDL‐C in both boys and girls (respective p‐values = 0.0003 and 0.0001), while no  inde‐

pendent association was found between PCSK9 and age, BMI, TG, HDL‐C (Table 4). 

Table 4. Two separate multiple linear regression analyses for boys and girls with PCSK9 as a de‐

pendent variable and age, BMI, non‐HDL‐C, TG, HDL‐C, and Lp(a) as independent variables. Due 

to their non‐normal data, lipid parameters, and BMI were entered into the model using their natural 

logarithmic transform. BMI: Body Mass Index. 

Variable  Β  Std. Error  p‐Value 

A‐Boys       

Intercept  4.07  0.28  <0.0001 

Age  −0.007  01  0.62 

Ln (BMI)  −0.03  0.04  0.43 

Ln (Non‐HDL‐C)  0.48  0.13  0.0003 

Ln (TG)  0.02  0.08  0.84 

Ln (HDL‐C)  0.25  0.17  0.16 

Ln (Lp(a))  −0.06  0.03  0.07 

B‐Girls       

Intercept  3.55  0.23  <0.0001 

Age  0.02  0.01  0.11 

Ln (BMI)  −0.02  0.03  0.52 

Ln (Non‐HDL‐C)  0.48  0.12  0.0001 

Ln (TG)  −0.01  0.07  0.86 

Ln (HDL‐C)  0.04  0.14  0.78 

Ln (Lp(a))  −0.006  0.03  0.82 

3. Discussion 

Our results showed a positive correlation between PCSK9 and TC, LDL‐C, and non‐

HDL‐C levels in a sample of 681 Lebanese school children. This finding was observed in 

both boys and girls. The same result was also found in a sample of 1736 French‐Canadian 

children and adolescents aged 9, 13, and 16 years [18]. Other studies have also demon‐

strated that serum PCSK9 levels were significantly correlated with TC concentrations and 

serum LDL‐C in adults [16,17]. Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin type 9 is one of the 

ligands of LDLr; it uses it as an exit route from the plasma compartment while also induc‐

ing its degradation; thus, plasma PCSK9 levels, LDLr expression, and plasma LDL‐C lev‐

els are all reciprocally regulated [26].The PCSK9 half‐life was shown to be much longer in 

LDLr  −/− mice, while overexpression of hepatic LDLr decreases  serum  levels of murine 
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PCSK9 [27]. The LDL particle also increases PCSK9 affinity for the LDLr by protecting its 

cleavage from furin; this results in a substantial decrease in plasma PCSK9 activity [26]. 

Interestingly, we found significantly higher PCSK9 levels among children with high 

TC, LDL‐C, and non‐HDL‐C groups compared to those with lower levels. As far as we 

know, our study is the first to report this association. It has already been shown in adults 

that PCSK9  levels were higher  in untreated homozygous or heterozygous FH patients 

compared to controls and that there was a correlation between PCSK9 levels and LDL‐C 

in untreated subjects with FH  [15,28].  It  is noteworthy  that another study has demon‐

strated that PCSK9 levels could be related to cardiovascular (CV) events independently of 

the levels of atherogenic lipoproteins [29]. Finally, Leander et al. showed that even after 

adjusting for known CV risk factors, the association between serum PCSK9 and CV risk 

remained, suggesting that PCSK9 levels may play a role in CV events apart from regulat‐

ing LDL cholesterol [30]. 

We did not find any correlation between both TG, HDL‐C levels, and serum PCSK9 

concentrations, although Baass et al. reported in a French‐Canadian pediatric cohort a cor‐

relation between PCSK9 and both TG and HDL‐C levels in boys and girls [18]. Lakoski et 

al. also found in adults a positive association between PCSK9 and TG in a large ethnically 

diverse population [17]. On the opposite, and similarly to our report, Lambert et al. did 

not show this correlation [31]. Ethnic differences, non‐fasting samples, or the smaller sam‐

ple of our population could explain these differences. 

We also did not find any correlation between PCSK9 and Lp(a). The correlation be‐

tween PCSK9 and Lp(a) has never been studied in children. In adult populations, PCSK9 

has been found to be positively correlated with Lp(a) [32]. The absence of a relationship 

between Lp(a) and PCSK9 can be explained by the highly genetic determination of Lp(a). 

It is also possible that the difference observed between adults and children is related to 

sex steroids or ethnicity. 

Furthermore, we did not find any relationship between PCSK9 and age, gender, or 

BMI. A gender and age difference in PCSK9 levels was reported in the French‐Canadian 

study [18]. The latter found that PCSK9 values were significantly higher in 9‐year‐old boys 

than in 13 and 16‐year‐old boys, whereas the inverse was true in girls. They also reported 

no significant relationship between PCSK9 levels and BMI in both boys and girls, which 

is similar to our findings [18]. On the opposite, higher BMI was associated with higher 

PCSK9 levels in an obese Sub‐Saharan African adult population [33]. While in the present 

report no significant relationship was noted between PCSK9 and BMI, it is noteworthy 

that in our previously published results on the same cohort, BMI was significantly corre‐

lated with non‐HDL‐C and TG [23]. This might suggest that PCSK9 is more genetically 

determined compared to the other lipoproteins. 

Finally, we looked at the relation between PCSK9 and pubertal status. We did not 

find any significant difference in PCSK9 levels according to menarchal status. Estradiol 

(E2) has been shown to regulate circulating PCSK9. In fact, in vitro studies found that E2 

increases LDLr gene expression by 4 to 5‐fold and downregulates the hepatic and plasma 

PCSK9  levels  through  the  decrease  in  sterol  regulatory  element‐binding  protein‐2 

(SREBP‐2) mRNA levels, resulting in a decrease in both PCSK9 and LDL‐C levels [34,35]. 

In premenopausal women, PCSK9 levels were found to be inversely associated with E2 

levels, with the lowest values occurring during ovulation, when E2 levels are at their high‐

est levels [36]. The absence of difference that we found in PCSK9 between pre‐ and post‐

menarche girls may be explained by the fact that E2 levels at the starting stages of puberty 

are not sufficiently high enough  to  induce a decrease  in PCSK9  levels.  In addition, E2 

levels start to increase well before the onset of menarche leading to a wide variation of E2 

levels around the timing of menarche. We also interestingly found in post‐menarchal girls, 

a significant positive correlation between serum PCSK9 levels and TC, LDL‐C, and non‐

HDL‐C a finding not observed in premenarchal girls. This finding can be explained by the 

change in lipid profile with age as we previously reported in the same cohort [24]. In this 
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study, we found that 53.6% of school children have normalized their abnormal lipid pro‐

file after a 3‐years follow‐up. Therefore, stable levels of PCSK9 across time as opposed to 

the variability in the lipid profile could explain the different relationship between PCSK9 

and lipid profile in pre‐ and post‐menarchal girls. Similarly, in boys, we found no corre‐

lation between testosterone and serum PCSK9 levels. In another previous report, testos‐

terone levels were also not associated with PCSK9 or LDL‐C in healthy adult individuals 

[37]. 

The positive association we found between PCSK9 and TC, LDL‐C, and non‐HDL‐C 

are important for the potential use of PCSK9 as a predictor of cardiovascular (CV) risk in 

children. Previous studies have found that elevated circulating PCSK9 levels in adults are 

predictors of CV events and are  independently associated with arterial stiffness [38]. It 

was also  speculated  that PCSK9  can be used as a possible early marker of CV  risk  in 

healthy adults [29]. Extending these studies to the pediatric population would be also in‐

teresting since pediatric dyslipidemia leads to early atherosclerosis in autopsy studies [6]. 

Moreover, approximately one‐half of children with abnormal lipoprotein values continue 

to have elevated lipid levels in adulthood [6,39,40]. The PCSK9 gene has been associated 

with inflammation in several studies as reviewed by Momtazi‐Borojeni et al. Furthermore, 

the subendothelial accumulation of cholesterol caused by hypercholesterolemia leads to 

vascular inflammation [41]. This highlights the importance of identification and manage‐

ment of  risk  factors  to slow down  the progression  towards atherosclerosis  that begins 

early in childhood and in young adult life [6]. Further prospective studies are needed on 

a larger scale in different populations to confirm if PCSK9 levels provide additional infor‐

mation in predicting CVD beyond the recognized CV factors. 

The current study has several limitations: first, the children’s sampling was not per‐

formed in a fasting state. However, circulating PCSK9 seems to be poorly affected by a 

fasting state since in healthy adults, plasma PCSK9 concentrations vary minimally in re‐

sponse to a short‐term high‐fat diet [42]. Second, estradiol was not measured in girls to 

examine the relationship between PCSK9 and estradiol. Third, no data were collected on 

the food intake of the recruited children since it has been demonstrated that PCSK9 can 

be affected by diet  [43]. Furthermore,  the cross‐sectional nature of our study precludes 

any causality link between PCSK9 and the other components of the lipid profile. Finally, 

the lack of a standardized PCSK9 assay could explain the discrepancies in plasma PCSK9 

levels reported in different studies. 

4. Materials and Methods 

4.1. Population   

The population included in this study is a subgroup of our initial cohort. In our pre‐

vious cross‐sectional reports, 969 school children aged 8 to 18 years were recruited from 

10  different  private  and  public  Lebanese  schools  using  a  stratified  random  sampling 

[23,44]. The  schools were  selected  in  the Greater Beirut  and Mount Lebanon  regions, 

where most of the Lebanese population is concentrated. Recruitment was conducted be‐

tween May 2013 and October 2014.   

Exclusion criteria were: any acute or chronic medical condition (such as diabetes or 

hypothyroidism) or  intake of drugs that can affect the lipid profile (contraceptive pills, 

isotretinoin, oral  corticosteroids, atypical antipsychotics, or  immunosuppressive  thera‐

pies). 

The same device was used to measure height and weight on the day of sampling. 

Body Mass Index (BMI) was calculated by dividing weight in kilograms by height in me‐

ters squared (kg/m2). To account for age and sex differences, all BMI measurements were 

compared to age and sex‐specific reference values from the Centers for Disease Control 

and Prevention (CDC) growth charts from 2000 to determine weight status [45]. This com‐

parison was chosen because of the scarcity of reference values in Lebanon. BMI for sex 

and age below the 85th percentile was classified as normal, overweight was defined as 
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BMI for sex and age between the 85th and 95th percentile, and obesity was defined as BMI 

for sex and age over the 95th percentile [45]. The population was categorized into three 

age groups: 8–11 years, 12–14 years, and 15–18 years as performed in our previous publi‐

cations [23,44]. 

Blood samples were collected in 2013 and 2014 from non‐fasting children between 8 

and 10 AM. Serum was then stored at −80 °C until PCSK9 measurements in 2020. From 

the initial cohort, 288 children were excluded due to insufficient serum volume to perform 

PCSK9 measurement [23]. 

Based on the lipid thresholds established by the NHLBI [46], lipid values were de‐

fined as follows: (1) for TC: normal (<4.4 mmol/L), borderline (4.4–5.2 mmol/L), high (≥5.2 

mmol/L),  (2)  for LDL‐C: normal  (<2.8 mmol/L), borderline  (2.8–3.4 mmol/L), high  (≥3.4 

mmol/L),  (3)  for non‐HDL‐C: normal  (<3.1 mmol/L), borderline  (3.1–3.8 mmol/L), high 

(≥3.8 mmol/L), (4) for TG: normal (<0.8 mmol/L for children ≤9 years and <1 mmol/L for 

children >10 years, borderline  (0.8–1.1 mmol/L  for children  ≤9 years, 1–1.5 mmol/L  for 

children  >10 years) high  (>1.1 mmol/L  for  children  ≤9 years  and  >1.5  for  children  >10 

years). Based on epidemiological and Mendelian randomization studies, we defined the 

fifth group characterized by high Lp(a) (≥75 nmol/L) [47–49].   

Informed  consent was  signed by all  the parents’  children. Subjects aged 18 years 

signed the consent form as they do not need the consent of their parents. Children who 

refused blood sampling were excluded from the study. The study was approved by the 

ethics  committee  of Hôtel‐Dieu  de  France  university  hospital,  Beirut,  Lebanon  (2013 

CEHDF 518, 2018 CEHDF 1174). 

4.2. Biological Parameters 

4.2.1. Serum PCSK9 Assay 

The PCSK9 measurements were performed using a commercial ELISA Kit (Human 

Proprotein Convertase 9/PCSK9 Duoset catalog no. DY3888, R&D Sytems, Minneapolis, 

MN, USA) and the Luminex Bio‐Plex Pro assay technology as previously described [50]. 

This assay is based on the use of carboxy‐coated Bio‐Plex ProTM COOH beads (catalog 

no. MC10035‐01, Bio‐Rad, Hercules, CA, USA) covalently coupled with a PCSK9 capture 

antibody using  the Bio‐Plex Kit Amine Coupling Kit  (catalog no. 171‐406001, Bio‐Rad, 

Hercules, CA, USA) according to manufacturer’s instructions. Next, the diluted samples 

were incubated with the coupled beads before the PCSK9 detection antibody was added. 

Then,  streptavidin‐phycoerythrin  conjugate  (Bio‐Plex  Streptavidin‐PE  catalog 

no.171304501, Bio‐Rad, Hercules, CA, USA) was added to form the final detection com‐

plex. The intensity of the fluorescence signal was acquired using a Luminex‐based reader 

(Bio‐Plex 200 Systems, Bio‐Rad, Hercules, CA, USA) [50]. 

4.2.2. Lipid Profile 

The measurements of TC, HDL‐C, and TG were performed on a Vitros 5.1 FS machine 

(Ortho‐Clinical Diagnostics,  Inc., Raritan, NJ, USA) as previously described  [23]. Non‐

HDL‐C was calculated by subtracting HDL‐C from the TC. LDL‐C was calculated using 

the Friedewald formula where LDL‐C, TC, and HDL‐C are expressed in mmol/L (LDL‐

C=TC‐(HDL‐C + TG/2.2)). 

4.2.3. Lipoprotein (a) 

The Lp(a) measurement was performed using an immunoturbidimetric assay (Cobas 

Integra 400 plus system, Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) as previously described 

[44].  In this procedure, human Lp(a) agglutinates with  latex particles coated with anti‐

Lp(a) antibodies. Turbidimetry at 659 nm is used to determine the precipitate. According 

to the manufacturer, the threshold value which indicates an increased risk is 75 nmol/L. 
The intra and inter‐coefficient of variation is less than 4%. 
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4.2.4. Total Testosterone 

Total testosterone levels were measured only in boys using the Immulite 2000 auto‐

mate (Siemens, Berlin, Germany). The sensitivity of the method is 20 ng/mL and the coef‐

ficient of variation was < 10% for values > 150 ng/mL. 

4.2.5. Statistical Analysis 
The variables were analyzed using the GraphPad Prism version 9. Quantitative var‐

iables were not normally distributed using the Kolmogorov–Smirnov statistic to test for 

normality. Results for quantitative variables were expressed as median with its interquar‐

tile ranges (1st quartile and 3rd quartile). The Chi‐square test and Mann–Whitney U test 

were used to perform univariate analysis. Spearman correlation was performed to meas‐

ure the strength and direction of a linear relationship between PCSK9 and other quantita‐

tive variables. A Kruskal–Wallis test was used to compare the lipid parameters according 

to age and BMI groups. Two separate multiple linear regression analyses were performed 

in boys and girls with natural logarithm (Ln (PCSK9) as a continuous dependent variable 

and age, Ln(BMI), Ln(non‐HDL‐C), Ln(TG), Ln(Lp(a)) as  independent variables.  In  the 

regression, TC, and LDL‐C were not entered as independent variables because TC, LDL‐

C, and non‐HDL‐C are very strongly interdependent. Non‐HDL‐C was chosen as an in‐

dependent variable because the sampling of children was performed in a non‐fasting state 

and non‐HDL‐C has been recommended as a better measurement, especially among sub‐

jects with high TG levels. In addition, non‐HDL‐C is considered as good as or better than 

other atherogenic  lipoproteins  in predicting adult dyslipidemia and subclinical athero‐

sclerosis [51]. 

5. Conclusions 

We found a positive correlation between serum PCSK9 levels and TC, LDL‐C, and 

non‐HDL‐C levels and higher PCSK9 levels among children with high TC, LDL‐C, and 

non‐HDL‐C, while  no  relationship was  observed  between  PCSK9  and TG, HDL‐C  or 

Lp(a). Age, gender, and BMI were also not found to be associated with PCSK9. Since high 

levels of PCSK9 play a significant role in the progression of atherosclerotic lesions, meas‐

uring PCSK9 in children, particularly those with high CV risk, could be useful to predict 

the risk of future CV events. To confirm this, further studies are needed to fully under‐

stand the genetic and metabolic factors that influence circulating PCSK9 levels in children. 
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3. Discussion 

Dans cette étude, j’ai dosé les taux plasmatiques de PCSK9 chez 681 écoliers libanais 

recrutés par des endocrinologues de l’hôpital universitaire Hôtel Dieu de France à Beyrouth, 

Liban. Il s’agit des sujets âgés de 8 à 18 ans (347 garçons et 334 filles). Le recrutement a été 

effectué dans 10 écoles situées dans les régions du Grand Beyrouth et du Mont-Liban.  

J’ai étudié l’association entre les taux plasmatiques de PCSK9 et les données 

démographiques, les paramètres lipidiques ainsi qu’avec la ménarche chez les filles et les taux 

de testostérone chez les garçons de cette cohorte pédiatrique.  

Les taux plasmatiques de PCSK9 ont été mesurés par la technologie luminex™ qui se base 

sur le principe de la cytométrie en flux et qui utilise des microbilles fluorescentes. Ces 

microbilles sont couplées à leur surface à des anticorps permettant ainsi la détection de la 

protéine d’intérêt qui est, dans ce cas, PCSK9. Cette méthode de dosage a été initialement mise 

au point dans l’équipe pour le dosage de PCSK9 dans le sérum de deux cohortes de patients 

diabétiques de type 2 (El Khoury et al., 2018). 

Les résultats ont montré que les concentrations plasmatiques de PCSK9 varient entre 13,48 

à 692,9 ng/mL et sont significativement corrélées avec les taux de CT, de LDL-C et de non-

HDL-C (p < 0,0001) chez les garçons et les filles. En revanche, l’association n’était pas 

significative avec les taux de TG et de la Lp(a) (p > 0,05).  

De plus, j’ai identifié des sous-groupes avec des taux élevés de CT (N = 53, 7,78%), LDL-

C (N = 87, 12,78%) et non-HDL-C (N = 72, 10,57%). Ces sous-groupes se caractérisaient par 

des taux de PCSK9 qui étaient de 31,80%, 26% et 18,7% plus élevés respectivement par rapport 

aux sous-groupes normaux ou limites. Cette différence significative n’a pas été retrouvée dans 

le sous-groupe avec des taux de TG élevés (N = 198, 29,07%).  

Il n’y avait pas de différence significative entre les taux de PCSK9 avant et après la 

ménarche chez les filles. Cependant, les taux de PCSK9 étaient corrélés avec les taux de CT, 

LDL-C et non-HDL-C après la ménarche. Concernant les garçons, aucune corrélation 

significative n’a été retrouvée avec les taux de testostérone. 

Ces résultats montrent que les taux plasmatiques de PCSK9 corrèlent avec les taux de CT, 

LDL-C, non-HDL-C. Cette corrélation peut s’expliquer par le fait que PCSK9 induit la 

dégradation des LDLr via leur internalisation au niveau hépatique. Ainsi, la PCSK9, les LDLr 

et les particules LDL sont tous régulés réciproquement. Les taux élevés de PCSK9 dans les 

sous-groupes dyslipidémiques suggèrent que PCSK9 pourrait être utilisée comme un marqueur 

chez les enfants afin de prédire le risque d'événements cardiovasculaires dans le futur, surtout 



AZAR Yara – Thèse de Doctorat - 2022 

156 
 

qu’environ la moitié des enfants présentant des valeurs anormales de lipoprotéines continuent 

à présenter un bilan lipidique anormal à l'âge adulte (Haney et al., 2007; Webber et al., 1991). 

Les taux plasmatiques de PCSK9 étaient également corrélés avec les taux de CT, LDL-C et 

non-HDL-C chez les filles en post ménarche. Cette corrélation semble être dépendante de la 

variation des taux lipidiques et des changements hormonaux avec l’âge. Persson et al. ont 

montré que les oestrogènes sont un modulateur de PCSK9, elles réduisent les taux de LDL-C 

en régulant négativement PCSK9 au niveau hépatique et plasmatique (Persson et al., 2012). 

Des études supplémentaires sont ainsi nécessaires afin d’identifier les facteurs génétiques 

et métaboliques qui régulent la variation endogène de PCSK9 afin de valider son utilisation 

comme marqueur dans la prédiction des MCV surtout chez les enfants qui présentent des bilans 

lipidiques anormaux et ont une prédisposition familiale. 
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Chapitre 3 : Rôle de PCSK9 dans le 

développement de l’athérosclérose 

 

1. Introduction 

La majorité des recherches menées ces dernières années se sont concentrées sur l’impact 

de l’inhibition de PCSK9, d’importants axes de recherche ont émergé pour caractériser la 

physiologie unique de PCSK9 en relation avec le métabolisme du cholestérol et 

l’athérosclérose.  

Il a été montré que PCSK9 est détectable dans les plaques d'athérosclérose humaines (Ferri 

et al., 2012) et que les taux sériques de PCSK9 corrèlent avec la survenue de MCV 

indépendamment des facteurs de risque traditionnels. PCSK9 augmente à la fois les niveaux 

d’expression génétique et protéique de SRA, CD36, LOX-1 et LRP-1 ce qui entraîne une 

augmentation de l’internalisation des LDL modifiées (Canuel et al., 2013; Ding, Liu, et al., 

2018). Ces récepteurs scavengers sont exprimés par les cellules musculaires lisses vasculaires 

(CMLv), un acteur majeur dans la progression de l’athérosclérose (Lacolley et al., 2012). De 

plus, une étude in vitro et dans des modèles animaux a montré que PCSK9 joue un rôle direct 

dans la formation néo-intimale suite à une lésion vasculaire alors que son absence préserve le 

phénotype contractile des CMLv (Ferri et al., 2016).  

Tous ces résultats montrent un rôle pro-athérogène de PCSK9 d’où l’objectif de cette étude 

qui est d’évaluer la relation entre PCSK9 et l’athérosclérose à travers la description de la 

localisation et de l'abondance de PCSK9 aux différents stades de l'athérosclérose chez l'homme 

et la régulation par PCSK9 des fonctions d'endocytose du cholestérol par CMLv humaines in 

vitro à travers un éventuel rôle des récepteurs scavengers. 
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Abstract  

Background and Aims 

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PSCK9) is the third gene involved in familial 
hypercholesterolemia, a major cause of atherosclerosis. Its role in regulating plasma 
cholesterol levels has been widely reported, and anti-PCSK9 drugs have been developed. 
Nevertheless, direct interactions between PCSK9 and atherosclerotic pathology are not fully 
elucidated. 

We aim at demonstrating that PCSK9 promotes atherosclerosis through vascular smooth 
muscle cells (vSMC) involved in foam cell formation, atherosclerosis initiation, and 
progression. 

Methods 

Healthy and atheromatous human aortas were collected, tissues were fixed, conditioned 
media were obtained after 24 hours of incubation in a serum-free culture medium, and 
primary vSMC were isolated from media of healthy aortas. 

Results 

We showed that PCSK9, although present in foam cells from fatty streaks, fibroatheromas, 
and absent in healthy tissues, is not synthesized in the arterial wall. PCSK9 levels were 
significantly higher in conditioned media from atheromatous aortas than from healthy aortas. 
Thus, PCSK9 penetrates through the arterial wall by outward convection from the circulation. 
We showed that primary vSMC uptake PCSK9 when added to the media. Moreover, the low 
density lipoprotein receptor related protein 1 gene was highly expressed in the arterial wall 
of healthy and affected aortas, and blocking its function using the receptor-associated protein 
significantly decreased the uptake of PCSK9 by vSMC. Also, PCSK9 and the lectin-type oxidized 
LDL receptor 1 colocalized in vSMC and PCSK9 uptake was reduced by oxidized low density 
lipoproteins. 

Conclusions 

We characterized the presence of PCSK9 in human atherosclerotic tissues and demonstrated 
that PCSK9 present in the aortic wall is not synthesized locally. Our results suggest that PCSK9 
is being internalized and metabolized through scavenger receptors expressed by vSMC. 

 

Keywords:  atherosclerosis, PCSK9, vascular smooth muscle cells, scavenger receptors, LRP-1, 

LOX-1, CD36 
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1. Introduction  

Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin type 9 (PCSK9) is the third gene implicated in 

autosomal dominant hypercholesterolemia (ADH) (1). It is mainly synthesized by the liver from 

where it is secreted after autocatalytic cleavage of its inactive proenzyme form (75 KDa) (2). 

The 14 kDa cleaved prodomain is still linked to the catalytic domain and blocks the PCSK9 

active site, which may account for the lack of other PCSK9 proteolytic activity (2). PCSK9 

promotes the degradation of the low-density lipoprotein receptor (LDLr) at the hepatic level 

by redirecting it to lysosomes, making it a key regulator of cholesterol homeostasis (2). A 

potential pharmacological option for the treatment of hypercholesterolemia and associated 

cardiovascular disorders is PCSK9 inhibitors which were studied in large clinical programs. 

Currently, two fully human monoclonal antibodies, alirocumab and evolocumab are approved. 

Based on clinical studies, PCSK9-inhibiting drugs can reduce by 60% the plasma levels of low-

density lipoprotein cholesterol (LDL-C) and the risk of major cardiovascular events (3). While 

the liver is the major source of PCSK9, additional organs and cells such as the kidney, small 

intestine, pancreas, central nervous system, vascular smooth muscle cells (vSMC), and 

endothelial cells also synthesized PCSK9, thus suggesting that PCSK9 has extrahepatic 

functions (4,5). An increased body of evidence suggests that PCSK9 plays a role in the 

development of atherosclerosis beyond its impacts on lipids via the LDLr. In vitro study 

showed that PCSK9 positively affects vSMC proliferation, migration, and differentiation in 

response to vascular injury, indicating that PCSK9 plays a pro-atherogenic role in the arterial 

wall (8). PCSK9 is detectable within atherosclerotic plaques, in regions occupied by α-SMA 

positive cells (such as vSMC), and reduces the expression of LDLr on the surface of 

macrophages through a paracrine action (5). In the inflammatory environment, PCSK9 is 

increased and induces the expression of scavenger receptors such as the scavenger receptor 

class A (SR-A), the cluster of differentiation 36 (CD36), and the lectin-type oxidized LDL 

receptor 1 (LOX-1) known to be implicated in the uptake of oxidized LDL (oxLDL) and thus in 

the progression of atherosclerosis (6). Another study showed that PCSK9 regulates the 

expression of the low density lipoprotein receptor-related protein-1 (LRP-1) (7). These data 

show that PCSK9 is potentially relevant for the pathophysiology of human atherosclerosis 

progression through its actions on vSMC and scavenger receptors. Furthermore, clinical 

studies showed that circulating PCSK9 levels were associated with a higher risk of 
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cardiovascular diseases even after adjustments for established cardiovascular risk factors 

(9,10). This indicates that PCSK9 inhibition might have additional therapeutic effects, beyond 

lowering LDL cholesterol levels, that are not yet fully understood. Thus, this work aims to 

decipher the potential role of PCSK9 in human atherosclerotic pathology. We describe the 

localization and the abundance of PCSK9 at the different stages of atherosclerosis in human 

arterial tissues, particularly in early stages, fatty streaks (FS) and fibrolipidic lesions (FLL), and 

we explore how PCSK9 regulates the cholesterol endocytosis in human vSMC in vitro.  

 

2. Materiel and methods 

2.1 Sample collection 

Human atherosclerotic tissues (aorta, coronary arteries) at different stages of the disease 

(healthy arteries, fatty streaks, fibro-atheroma, calcified lesions) are explanted from deceased 

organ donors or before transplantation. All these human materials are collected in ethical 

good practices, including regular evaluation and declaration to the French Minister of research 

(Bio-banque Cardiovasculaire Bichat: BRIF BB-0033-00029 Réseau BIOBANQUE / BBMRI-EU / 

CODECOH 2018-3141) advice of ethical committees, authorization of the French BioMedicine 

Agency for healthy arterial tissues (PFS09-007, PSF17-002). Tissues preparations always 

include a fixation in 4% paraformaldehyde for histology. Each tissue is dissected, and when it 

is possible the intima is separated from the media. One part of the tissue is incubated in a 

serum-free RPMI culture medium for 24h at 37°C, 1g tissue in 6 mL RPMI. This method allows 

us to collect tissue secretomes, called conditioned media. The other part of the tissue is 

directly frozen. Samples of frozen tissues are cryopulverized and used for RNA and protein 

extraction. RNA is extracted using the RNeasy Mini Kit from Qiagen according to 

manufacturer’s instructions. Tissues were lysed and proteins were extracted in RIPA buffer 

(50 mm of Tris, pH 7.5, 150 mm of NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, and 0.1% SDS) 

supplemented with a Halt™ protease inhibitor cocktail from (Sigma Aldrich Chimie, Saint-

Quentin-Fallavier, France). Total proteins were measured using the PierceTM BCA Protein 

Assay Kit (ThermoFisher Scientific, Les Ulis, France) according to manufacturer’s instructions. 
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2.2 Human Vascular Smooth Muscle Cell (vSMC) Culture 

To obtain primary cultures of aortic vSMC, the media from aortas was separated from the 

adventitia before being cut into small pieces and incubated for 3 hours in a mixture of 0.3% 

collagenase (ThermoFisher Scientific, Les Ulis, France) and 0.1% elastase (Worthington 

Biochemical Corporation, Lakewood, New Jersey, USA). Cells were cultured in SMC growth 

medium supplemented with smooth muscle cell growth supplement kit classic (Pelobiotech, 

Planegg, Germany) and antibiotics. Passages 4 to 5 were used for experiments. 

 

2.3 Histological Analyses on human aortic samples and vSMC primary cultures.  

The aortic specimens were fixed in 4% paraformaldehyde, embedded in paraffin, and 

sectioned serially at 4 µm sections. All sections were qualified through canonical 

histochemistry (Hematoxylin-eosin and Masson Trichrome staining), as a healthy artery, 

artery with fatty streaks, fibrolipidic lesion, intraplaque hemorrhages, micro- or macro-

calcifications.   Immunohistochemistry and immunofluorescence assays were performed on 

sections following antigen retrieval by heating in EDTA buffer, pH 9. Samples were 

permeabilized with 0.05% Triton X100 in PBS. Non-specific binding was blocked using Protein 

block Serum-free solution (Agilent Technologies, Les Ulis, France). Sections were incubated 

overnight at 4°C with the primary antibodies and at room temperature for one hour with the 

secondary antibodies. All Antibodies are diluted in T-TBS 1% BSA and listed below (results 

section 2.5). 

Oil red O staining was used for staining neutral lipids in Formalin-fixed vSMC primary 

cultures seeded in 8-well Nunk® Lab-Tek® Chamber Slide™ Permanox® Slide sterile 

(ThermoFisher Scientific, Les Ulis, France). 

 

2.4 Immunohistochemistry 

For PCSK9 staining, the primary antibody was a mouse monoclonal anti-PCSK9 IgM 

[ab84041] (Abcam, Paris, France), used at 1:100 dilution. The secondary antibody was a 

polyclonal goat anti-Mouse Immunoglobulin coupled to peroxidase [P0447] (Dako by Agilent 

Technologies, Les Ulis, France), used at 1:400 dilution. Positive staining was revealed using 

diaminobenzidine substrate (DAB) [K3468] (Dako by Agilent Technologies, Les Ulis, France), 
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and sections were counterstained with Mayer's hematoxylin. For negative control, the 

primary antibody was replaced by species and isotype-matched irrelevant IgM, Negative 

Control Mouse IgM [X 0942] (Dako by Agilent Technologies, Les Ulis, France), used at a similar 

concentration. 

 

2.5 Immunofluorescence 

For immunofluorescent staining of PCSK9, APOB, LOX-1, CD36, LRP-1 and ꭤ-SMA we used 

respectively the following primary antibodies: mouse monoclonal anti-PCSK9 IgM [ab84041] 

(Abcam, Paris, France), at a 1:100 dilution; goat polyclonal anti-apolipoprotein B IgG [600-101-

111] (Rockland by tebu-bio SAS, Le Perray-en-Yvelines, France), at a 1:200 dilution; goat 

polyclonal anti-LOX-1 IgG [AF1798] (R&D systems by Bio-Techne SAS, Noyal Châtillon sur 

Seiche, France), at 1:100 dilution; and rabbit polyclonal anti-CD36 IgG [NB400-144] (Novus 

Biologicals by Bio-Techne SAS, Noyal Châtillon sur Seiche, France), at a 1:50 dilution; rabbit 

monoclonal Anti-LRP-1 IgG [ab92544], at 1:200 dilution (Abcam, Paris, France), and rabbit 

polyclonal anti-ꭤ-SMA IgG [ab5694], at 1:100 dilution (Abcam, Paris, France). The Secondary 

antibodies (Jackson Immunoresearch, Cambridge, UK), were respectively: Rhodamine RedTM-

X-conjugated AffiniPure Fab Fragment donkey polyclonal anti-mouse IgMµ [715-296-020] at 

1:400 dilution, Alexa Fluor® 488-conjugated AffiniPure F(ab’)2 Fragment rabbit polyclonal anti-

goat IgG Fc Fragment specific [305-546-008] at 1:400, and Alexa Fluor® 488-conjugated 

AffiniPure Fab Fragment goat polyclonal anti-rabbit IgG (H+L) [111-547-003] at 1:400 dilution. 

Hoechst 33342 solution (ThermoFisher Scientific, Les Ulis, France) was added to the secondary 

antibodies mix to stain the nuclei at a 1:1000. Slides were mounted with IMM ibidi Mounting 

Medium (ibidi by CliniSciences, Nanterre, France). For negative controls, primary antibodies 

were replaced by species and isotype-matched irrelevant immunoglobulins, used at similar 

concentrations. They were respectively mouse IgM [B11/7] [ab91545] (Abcam, Paris, France), 

ChromoPure goat IgG [005-000-003] (Jackson Immunoresearch, Cambridge, UK), and rabbit 

IgG [EPR25A] [ab172730] (Abcam, Paris, France). All Antibodies are diluted in T-TBS 1% BSA. 
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2.6 ELISA  

PCSK9 levels in tissue-conditioned media were measured using the DuoSet Human PCSK9 

ELISA kit [DY3888] (R&D Systems byBio-Techne SAS, Noyal Châtillon sur Seiche, France) and 

the Luminex Bio-Plex Pro assay technology as previously described (11). Carboxy-coated Bio-

Plex Pro™ COOH beads (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) were covalently coupled with 

the PCSK9 capture antibody (DuoSet Human PCSK9 ELISA Kit) using the Bio-Plex Amine 

Coupling Kit (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) according to manufacturer's instructions. 

The efficiency of the PCSK9-capture antibody coupling on the beads was validated by flow 

cytometry, using an AlexaFluor 488 goat-anti-rat secondary antibody. The assay procedure 

was as follows: beads were distributed into Bio-Plex Pro flat-bottom 96-well plates 

[171025001] (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) at a density of 3000 beads per well. 

Undiluted conditioned media were incubated with the beads for 2 hours. A series of washes 

were then performed using the Bio-Plex Pro II wash station (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, 

France) to remove unbound protein. The biotinylated sheep antihuman PCSK9 detection 

antibody (DuoSet Human PCSK9 ELISA Kit) was then added for 1 hour to detect bead-bound 

PCSK9 molecules. Streptavidin-phycoerythrin conjugate [171304501] (Bio-Rad, Marnes-la-

Coquette, France) was then added for 30 minutes to form the final detection complex. The 

intensity of the fluorescence signal was acquired using a Luminex-based reader (Bio-Plex 200 

Systems). A series of known concentrations of recombinant standard human PCSK9 protein 

(DuoSet Human PCSK9 ELISA Kit) ranging from 1.95 to 2000 pg/mL was used to build the 

standard curve. Data were analyzed using the Bio-Plex Manager software using a Five-

Parameter Logistic standard curve. All measurements were carried out in triplicates. Internal 

control was used on each plate (n = 5) to assess reproducibility (inter-assay coefficient of 

variation 15%). The intra assay coefficient of variation of our immunoassay was 11%, 

calculated from the measurement of PCSK9 in solutions with the same concentration, 

repeated 5 times. 

 

2.7 Immunoblotting 

Proteins from vSMC were purified with RIPA Lysis Buffer (ThermoFisher Scientific, Les Ulis, 

France) supplemented with a cocktail of proteases inhibitors [HaltTM] (ThermoFisher Scientific, 
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Les Ulis, France). Centrifugation was used to clarify the lysates (14,000g, 15min at 4°C). The 

protein concentration of each sample was determined using a BCA protein assay 

(ThermoFisher Scientific, Les Ulis, France). Proteins were loaded onto Mini-PROTEAN® TGXTM 

Gels, 4-20%, 10-well comb, 50µl, Long shelf-life precast gels for use with tris/glycine buffers 

[456-1094] (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France), followed by transfer to AmershamTM 

ProtranTM PolyVinylidine DiFluoride (PVDF) blotting membranes (GE Healthcare, Vélizy-

Villacoublay, France). Membranes were incubated in blocking buffer (T-TBS 5% nonfat milk) 

for 1 hour and immunoblotted with the primary antibody of PCSK9, LRP-1, and β-actin 

respectively: polyclonal sheep IgG anti-human PCSK9 [AF3888] (R&D Systems by Bio-Techne 

SAS, Noyal Châtillon sur Seiche, France) at 1:200 dilution, monoclonal rabbit IgG anti- human 

LRP-1 [ab92544] (abcam, Paris, France) at 1:100 dilution, monoclonal mouse Peroxidase 

conjugated anti-human β-actin [A3854] (Sigma Aldrich Chimie, Saint-Quentin-Fallavier, 

France) at 1:25,000 dilution, in T-TBS 5% BSA at room temperature for 1 hour. Membranes 

were then probed with the secondary antibody for PCSK9 and LRP-1, respectively: polyclonal 

donkey HRP conjugated anti-sheep IgG [HAF016] (R&D Systems by Bio-Techne SAS, Noyal 

Châtillon sur Seiche, France) at 1:10000 dilution, polyclonal goat HRP conjugated anti-rabbit 

IgG [P0448] (Dako by Agilent Technologies, Les Ulis, France) at 1:2,000 dilution, in T-TBS 5% 

BSA for 1 hour at room temperature. Western blots were visualized by the iBright 1500 

Imaging System from Invitrogen by ThermoFischer Scientific using the Clarity™ Western ECL 

Substrate (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Human full-length recombinant PCSK9 

D374Y expressed in HEK 293 cells [CR-R2310, CY-R2311] (Circulex by CliniSciences, Nanterre, 

France), at 1:400 dilution in serum-free RPMI culture medium, was used as a positive control. 

β-actin was used as a standard for quantification. Quantification was realized using the iBright 

Analysis software.  

 

2.8 Real-time qPCR 

Total cellular RNA was extracted from cryopulverized human arterial tissues using the 

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) according to manufacturer’s instructions. After 

purification, RNAs were eluted in 40 µL of RNase-free water and RNA concentrations were 

estimated by measuring absorbance at 260 nm, using Nanodrop 2000/2000c system 

(ThermoFisher Scientific, Les Ulis, France). Total cellular RNA was extracted from cultured 
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vSMC cells using TRIzol™ reagent (ThermoFisher Scientific, Les Ulis, France) according to 

manufacturer’s protocol. 

Reverse transcription was performed using the miScript II Reverse Transcriptase kit from 

Invitrogen by Thermo Scientific, according to manufacturer’s recommendations. RT-qPCR was 

performed using ABI PRISM 7300 (Applied Biosystems™, Thermo Scientific, Waltham, MA, 

USA), according to manufacturer’s instructions. ABsolute Blue QPCR Mix SYBR® Green ROX 

(ThermoFisher Scientific, Les Ulis, France) and specific primers were used to quantify PCSK9, 

LOX-1, CD36, LRP-1, and LDLR expression. The experiment was performed in triplicate. Results 

were then normalized with the expression of the housekeeping gene HPRT by the ∆CT 

method. PCSK9 expression was also quantified in HuH7 cells since PCSK9 is known to be highly 

expressed in these cells. 

 

2.9 Production of oxidized LDL 

Human low‐density lipoprotein purification and oxidation were performed as previously 

described (12). 

 

2.10 vSMC treatment 

Primary vSMC were seeded in six-well plates. When confluence is reached, cells were 

made quiescent in an RPMI serum-free medium (Thermoscientific) for 24 hours. Cells were 

then treated with oxidized LDL at 20ug/ml – 100 ug/ml alone, recombinant PCSK9 from [CR-

R2310, CY-R2311] (Circulex by CliniSciences, Nanterre, France) at 0.2 ug/ml alone, or with both 

for 24 hours before mRNA and protein extraction. Cells were also treated with receptor-

associated protein (RAP) (Molecular Innovation by tebu-bio, Le-Perray-en-Yvelines, France) at 

50 μg/ml which was added for 2 hours at 37oC before adding the recombinant PCSK9 for 24 

hours to evaluate the internalization of PCSK9 via the LRP-1 receptor. The Control vSMC are 

kept in RPMI serum-free medium throughout the experiment.  

 

2.11 Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 7. One-way ANOVA test 

or Kruskal-Wallis test were used to evaluate the differences among different groups. Two-way 
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ANOVA was used to evaluate the interaction between gene expressions and PCSK9 

measurements in different localizations of the human aorta and different stages of atheroma. 

Mann Whitney was used for nonparametric analyses. 

 

 

3. Results 

3.1 Description of human atheroma progression 

Macroscopic aspects of different stages of atheroma in the human aorta and coronary 

arteries are presented in Figure 1. A healthy endoluminal aorta is characterized by a smooth 

regular surface. As described previously (13), fatty streaks are identified as yellow bulges 

(lipids) on the luminal surface of the arterial wall. Fibrolipidic lesions are formed by 

endoluminal fibrocellular proliferation of vSMC (fibrocellular cap), covering the lipid core, and 

separating it from the circulating blood. The lipid core could be less or more developed, usually 

acellular, associated or not with cholesterol crystal formation, with intraplaque hemorrhages, 

and with or without calcifications. Histologic description of different stages of human 

atheroma following trichrome coloration is presented in Figure S1.  

 

3.2 PCSK9 is localized in foam cells of aortas with atheroma  

As shown in Figures 2, we observed specific PCSK9 staining in aortas that contain fatty 

streaks when compared to the control isotype. PCSK9 was also localized in more advanced 

atheroma lesions containing a fibrolipidic lesion. By contrast, PCSK9 staining in healthy aortas 

was very low (Figures 2A). At higher resolution, we can discern that PCSK9 is mainly localized 

in the intracellular compartment and particularly in foam cells of aortas with atheroma (Figure 

2C, 2D). These results were confirmed by co-staining of PCSK9 and α-SMA, a marker of vSMCs, 

that showed that PCSK9 is located within vSMC in the intimal proliferation of atheromatous 

aortas with fatty streaks and fibrolipidic lesions. However, PCSK9 was not detected in vSMCs 

of healthy aortas (Figure 3).  
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3.3 PCSK9 levels are higher in the intima than in the media or the healthy aorta 

PCSK9 levels were significantly different among healthy aortas, intima, and media of fatty 

streak lesions as well as intima and media of fibrolipidic lesions (One-way Anova, p=0.001) 

(Figure 4A). Interestingly, PCSK9 levels in conditioned media from fatty streaks (FS) and 

fibrolipidic lesions (FLL) were significantly higher in the intima than in the media from the same 

lesion (2,306 ± 651 vs 740 ± 254 pg/g of tissue, p=0.044 for FS, and 2,306 ± 375 vs 1,113 ± 181 

pg/g of tissue, p=0.007 for FLL), or than in healthy aorta (2,306 ± 651 vs 695 ± 117 pg/g of 

tissue, p=0.02 for FS, and 2,306 ± 375 vs 695 ± 117, p = 0.001 for FLL) (Figure 4A). These results 

were confirmed by immunoblot analysis of PCSK9 in conditioned media (Figure S2). 

 

3.4 Low PCSK9 expression in either healthy aortas, fatty streaks, or fibrolipidic lesions 

As PCSK9 is present in aortas with fatty streaks and fibrolipidic lesions we aimed to assess 

whether the detected PCSK9 is synthesized in situ by the cells of the aortic wall. We evaluated 

the mRNA expression of PCSK9 in aortic lysates. Interestingly, PCSK9 expression was very low 

in healthy aortas when compared to liver cells and undetectable (mean Ct>34) in aortas with 

fatty streaks or fibrolipidic lesions (Figure 4B). Moreover, in conditioned media from fatty 

streaks or fibrolipidic lesions the bands observed on the PCSK9 immunoblot correspond to the 

mature form (60 kDa) and the furin-cleaved form (50KDa) of PCSK9, but not the native form 

(75 kDa) (Figure S2). These results suggest that PCSK9 is not synthesized in the arterial wall at 

all stages of atheroma. However, we do not rule out the fact that PCSK9 mRNA might be 

degraded with sample treatment. Therefore, in vitro studies on vSMC are essential to confirm 

these observations.  

 

3.5 PCSK9 does not colocalize with apoB in the arterial wall  

To gain an insight into the mechanisms by which PCSK9 penetrates the aortic wall, we 

hypothesized that PCSK9, associated with LDL particles through interaction with apoB (14), is 

transported in the aortic wall by pressure-driven transmural convection. Thus, we investigated 

its co-localization with apoB, and we showed that apoB is present and abundant in the sub-
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endothelial space of the aortas in the early stages of atheroma and is mainly extracellular, 

whereas PCSK9 is localized at the intracellular level, in the intimal proliferation space of the 

aorta (Figure S3). In advanced more complex lesions with hemorrhage, PCSK9 was abundant 

in vSMC within the intimal proliferation (Figures 5B and 5C), and it is weekly detected in the 

acellular lipid core of aortas with fibrolipidic lesions (Figure 5A and 5B). Thus, our data suggest 

that in the arterial wall PCSK9 co-localizes weakly with apoB.  

3.6 PCSK9 colocalizes with LOX-1 but not with CD36 in the arterial wall 

We then explored whether PCSK9 interacts with the scavenger receptors LOX-1 and CD36 

within the arterial wall, particularly in vSMC. First, we showed that both LOX-1 and CD36 gene 

expression were significantly higher in the intima of aortas with atheroma compared to the 

media of the same lesion and to healthy aortas (Figures 6A and 6B). Two-way Anova analysis 

showed that intimal expression of both LOX-1 and CD36 were significantly higher than medial 

expression (p=0.0009 and 0.0028 respectively) whatever the stages of atheroma (FS & FLL) or 

the localization (NS). These results were confirmed by immunofluorescent staining of LOX-1 

and CD36 (Figures 6C and 6D). Both LOX-1 and CD36 were not detected in healthy aortas 

(Figure 6C.1 and 6D.1). However, they were highly detected in the cells of the intimal 

proliferation in human aortas with an advanced atherosclerotic lesion (Figure 6C.2 and 6D.2). 

The co-staining of LOX-1 (green) and PCSK9 (red) showed that the two proteins colocalized 

(yellow) in vSMC of the intimal proliferation suggesting an interaction between PCSK9 and 

LOX-1 in vSMC during atherosclerosis development (Figures 6C.2 and 6C.3). Although CD36 

and PCSK9 were both detected in intima vSMC of aortas with atheroma, they do not seem to 

colocalize which suggests that the two proteins do not directly interact. 

3.7 LRP-1 is present in healthy and atheromatous aortas 

We evaluated LRP-1 gene expression in tissue lysates from healthy aortas and 

atheromatous ones at different stages, and showed that LRP-1 is expressed in healthy as well 

as in atheromatous aortas, without a significant difference between both types and between 

intima and media of the same lesion (p>0.05) (Figure 7A). We also showed that LRP-1 is 

present in the intimal proliferation of atheromatous aortas (Figure 7B). 
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3.8 PCSK9 uptake by primary vSMC is reduced by oxidized LDL 

The uptake of oxidized LDL (oxLDL) by primary vSMC was confirmed by the Oil Red-O 

staining that showed that vSMC contains lipid droplets stained in red, 24 hours after the 

treatment with oxLDL (Figure 8A). PCSK9 was not detected in control vSMC (n=6) and vSMC 

treated with only oxidized LDLs (n=6) (Figure 8B). However, PCSK9 was detected in the lysate 

of vSMC treated with either human PCSK9 only or both human PCSK9 and oxLDL. Interestingly, 

the amount of PCSK9 detected in the lysate of cells treated with both PCSK9 and oxLDLs was 

significantly lower than the amount detected in the lysate of cells treated with only PCSK9 

(p<0.05). These data suggest that PCSK9 is not synthetized by human vSMC but can be 

endocytosed from the extracellular medium, and that PCSK9 endocytosis is reduced in 

presence of oxLDL. 

 

3.9 LRP-1 is more expressed compared to LOX-1 and CD36 in vSMC 

The LOX-1, CD36, LDLR, and LRP-1 gene expression in vSMCs treated with oxidized oxLDL 

alone, PCSK9 alone, or both were evaluated. The results showed that LRP1 is more expressed 

in all conditions compared to LOX-1 and CD36 (p<0.0001) (Figure 9A). Also, it was found that 

LRP-1 protein expression was present in vSMCs (Figure 9B). 

 

3.10 Receptor-associated protein (RAP) decreases PCSK9 endocytosis by vSMC 

We hypothesized that LRP-1, which is more expressed than the other scavenger receptors 

and the LDLr, may play a significant role in PCSK9 endocytosis by vSMCs. We, therefore, 

blocked LRP-1 using RAP, an LRP-1 antagonist that prevents ligands from binding to it (15). 

The results showed that in the presence of RAP, PCSK9 uptake by vSMC was significantly 

decreased (Figure 10). 

 

 

4. Discussion 

The expression of PCSK9 and its interactions with scavenger receptors in human 

atherosclerotic lesions and primary vSMC were examined in the current study. We have shown 

that PCSK9 is present in human atheromatous aortas. PCSK9 was mainly located at the 

intracellular level of vSMC. However, tissues staining and PCSK9 gene expression suggested 
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that PCSK9 is not synthesized in the aortic wall but enters the endothelium wall from the 

circulation. It has been previously shown that the outward convection of LDL particles through 

the artery wall is the first step of atheroma in humans, followed by intimal retention of lipids 

in the intima through an apoB /vSMC glycosaminoglycans interaction (16). In this context, our 

results suggest that PCSK9, like LDL particles, enters the artery wall by outward convection 

from the circulation. We have showed that apoB is mostly present in the extracellular sub 

endothelial/intimal region and does not colocalize with PCSK9. However, given that Sun et al. 

showed that PCSK9 binds to apoB (14), we cannot rule out the possibility that PCSK9 and apoB 

initially enter the arterial wall together before splitting to proceed in separate pathways.  

Most importantly, we observed that PCSK9 is strongly detectable in the intimal 

proliferative region of the aorta and is present at a higher level in the intima than the media 

in atheromatous aortas. It's important to note that PCSK9 is localized both inside foam cells 

as well as in the extracellular region of the intima. It has been established that the formation 

of fatty streaks, the initial stage of atheroma, is caused by cholesterol retention in the intima. 

The proliferation of intimal vSMC and their uptake of LDL cholesterol via their scavenger 

receptors, cause them to become foam cells which are a key component of fatty streaks (17).  

In this context, we propose that foam vSMC located in the intimal region of the aorta is 

internalizing and catabolizing PCSK9, through their scavenger receptors. Our data showed that 

both LOX-1 and CD36 were upregulated in atherosclerotic plaques compared to healthy 

aortas. Interestingly, we observed that PCSK9 and LOX-1 colocalized in vSMC of intimal 

proliferation, suggesting that PCSK9 and LOX-1 interact via protein-protein interactions in 

human aortic tissues. Indeed, Ding et al. demonstrated that increased levels of PCSK9 potently 

induce the production of scavenger receptors (mostly LOX-1) and oxLDL uptake in 

macrophages in an inflammatory environment, contributing to the atherogenesis process (6). 

We treated primary vSMCs with TNF-α, a pro-inflammatory factor, to better mimic the 

inflammatory environment associated with atherosclerosis (18), and observed a slight 

increase of LOX-1 gene expression that didn’t attend the significate level (data not shown). 

Therefore, additional studies on vSMCs are essential to better elucidate the potential effect 

of PCSK9 on LOX-1 gene and LOX-1 cell-surface expressions. In fact, vSMCs are a major cell 

implicated in all stages of atherosclerosis for which content and function in plaques have both 

been underestimated (9). Our results on primary vSMC showed that they uptake LDL-
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cholesterol and do not produce PCSK9 under normal conditions even after a stimulation with 

oxLDL. It's critical to bring attention to the heterogeneous results concerning PCSK9 

expression in primary vSMC (5,19). Although primary cultures are more representative of 

physiological mechanisms, they are less homogeneous than cell lines, and occasionally their 

properties may depend on the culture setting, which can make reproducibility challenging. 

Nevertheless, when added to the culture medium, PCSK9 was detected in vSMCs lysate 

suggesting that PCSK9 was internalized by the cells. It is interesting to note that when oxLDL 

were added to the cell culture medium, there was a significant decrease in the amount of 

PCSK9 detected in vSMCs lysates. Two theories can be considered. PCSK9 and oxLDL particles 

could competitively bind and be internalized by the same surface receptor, or the oxLDL 

uptake could activate catabolic pathways for PCSK9 and increase its degradation. More 

research is required to identify the underlying mechanism. While studying the expression of 

scavenger receptors by vSMCs, we observed that LRP-1 was highly expressed, 50-fold more 

than LOX-1, CD36, and LDLR, in both human healthy and atheromatous aortas. LRP-1 is a 

member of the low-density lipoprotein (LDL) receptor family. It is a multifunctional membrane 

receptor harboring both endocytosis and cell signaling functions (20). LRP-1 binds a range of 

ligands with different biological properties including proteinases, proteinase-inhibitor 

complexes, and lipoproteins (21,22). We, therefore, hypothesized that it could be the key 

receptor involved in the vSMC PCSK9 uptake. To explore this theory, we blocked LRP-1 using 

the 39KDa receptor-associated protein (RAP) which is an endoplasmic reticulum-associated 

chaperone that binds to LRP and other LDL receptor superfamily members with high affinity 

and blocks ligands from interacting with these receptors (22). The results showed a significant 

decrease in the vSMC PCSK9 uptake, suggesting that LRP-1, which is structurally similar to the 

LDL receptor and more strongly expressed in vSMC, could be one of the major routes for the 

vSMC PCSK9 uptake. Additional studies are needed to confirm this observation, especially 

since RAP is not specific to LRP-1. Moreover, an investigation of an eventual interaction or 

crosstalk between PCSK9 and LRP-1 in primary vSMC would be highly important to better 

understand the molecular mechanisms behind atherosclerosis development. 

In conclusion, we revealed the presence of PCSK9 in human aortas at different stages of 

atherosclerosis and we believed that PCSK9 penetrates through the arterial wall by convection 

from the circulation in both fatty streak and fibrolipidic lesions. This observation of PCSK9 
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within the arterial wall and its interaction with scavenger receptors, notably LRP-1, will 

contribute to a better understanding of the underlying pathological mechanisms. Once the 

PCSK9 impact on foam vSMC formation will be proved, new indications for PCSK9 inhibitors 

could be evaluated to prevent vSMC PCSK9 uptake and, consequently, atherosclerosis 

development.  
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Legends 

Figure 1: Macroscopic aspect of different stage of atheroma in human aorta. (A) healthy 

aorta, (B) fatty streaks and (C) fibrolipidic lesion. 

 

Figure 2: Immunochemistry staining of PCSK9 in the human aorta on fixed deparaffinized 

sections from different stages of atheroma: (A) healthy aorta (N=3), (C) fatty streak (N=5), and 

(D) fibrolipidic lesion (N=3). Positive staining is revealed in brown using diaminobenzidine 

substrate (DAB), and sections were counterstained with Mayer's hematoxylin. The results 

were compared to isotype control (B). 

 

Figure 3: Immunofluorescence co-staining of PCSK9 (Red), ⍺-smooth muscle actin (green), 

and nuclei (blue) in human healthy aorta and intimal proliferation from fatty streak and 

fibrolipidic lesion. ⍺-SMA: ⍺ -smooth muscle actin; FS: fatty streak; FLL: Fibrolipidic lesion. 

 

Figure 4: PCSK9 levels in vascular tissues (mRNA) and PCSK9 levels in conditioned media 

obtained from the human aorta (Intima and media separately) at different stages of atheroma 

(HA: healthy aorta, FS: fatty streak; FLL: Fibrolipidic lesion). Results are expressed in Mean 

value ± standard deviation (pg/g of the aorta), (A) PCSK9 levels in conditioned media obtained 

from HA (n=19), FS intima (n=19) FS media (n=16), FLL intima (n=23) and FLL media (n=22). (B) 

PCSK9 mRNA expression in human aortic tissues from HA (n=14), aortas with atheroma (FS 

and FLL) (n=27), and in cultured human hepatic cell line HuH7. Results are expressed as the 

relative mRNA expression of PCSK9 to HPRT using the mean quantity method. * p<0.05, 

**p<0.01 ***p<0.0001.  

 

Figure 5: Immunofluorescence co-staining of PCSK9 (Red), apoB (Green), and nuclei (blue) in 

the human aorta on fixed deparaffinized sections from a human aorta with a fibrolipidic lesion 

(A). Isotype control (D).  

 

Figure 6: LOX-1 (A) and CD36 (B) mRNA expression in vascular tissues in human aorta (Intima 

and media separately) at different stages of atheroma (HA: healthy aorta, FS: fatty streak; FLL: 

Fibrolipidic lesion). Results are expressed as the relative mRNA expression of LOX-1/CD36 to 
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HPRT using the ∆CT method. (C) Immunofluorescence co-staining of LOX-1 (Green), PCSK9 

(Red), and nuclei (Blue) in (C.1) healthy human aorta, (C.2 and C.3) aorta with a fibrolipidic 

lesion; (C.4) Isotype control. (D) Immunofluorescence co-staining of CD36 (Green) (C), PCSK9 

(Red), and nuclei (Blue) in (D.1) healthy human aorta, (D.2 and D.3) aorta with a fibrolipidic 

lesion; (D.4) Isotype control. * p<0.05, **p<0.01. 

 

Figure 7: (A) LRP-1 mRNA expression in vascular tissues in human aorta (Intima and media 

separately) at different stages of atheroma (HA: healthy aorta, FS: fatty streak; FLL: Fibrolipidic 

lesion). Results are expressed as the relative mRNA expression of LRP-1 to HPRT using the ∆CT 

method (B) Immunofluorescence staining of LRP-1 (green) in an aorta with a fatty streak 

lesion. 

 

Figure 8: (A) Oil Red O staining of vSMC treated, or not, with oxidized LDL. Oil Red O stain is 

used to identify neutral lipids and fatty acids in tissues. Lipid droplets are stained in red. (B) 

Immunoblot of PCSK9 for control and treated smooth muscle cells lysates (n=5). SMC: 

Smooth muscle cell; oxLDL: oxidized LDL. * p<0.05, **p<0.01. 

 

Figure 9: (A) LRP-1, LOX-1, CD36, and LDLR of mRNA expression in vSMCs treated with 

oxidized LDL (oxLDL), PCSK9, or both. Results are expressed as the relative mRNA expression 

to HPRT using the ∆CT method. (B) Immunoblot of LRP-1 for control and treated smooth 

muscle cells lysates (n=6). SMC: Smooth muscle cell; oxLDL: oxidized LDL. 

 

Figure 10: Immunoblot of PCSK9 in vSMC treated with and without PCSK9 and RAP (n=5). 

SMC: Smooth muscle cell; RAP: receptor-associated protein. 
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Supplementary Data 

Figure S1: Histologic description of human aorta at different stages of atheroma using 

Masson’s trichrome staining applied on fixed deparaffinized sections. Masson’s Trichrome 

staining is used to discriminate collagen fibers from muscular tissues. Nuclei are stained in 

purple, cytoplasma in red and collagen fibers are stained in light green or anillin blue. (A) 

Healthy aorta, (B) Fatty streaks, (C) Fibrolipidic lesion.  

 

Figure S2: Immunoblot of PCSK9 in conditioned media obtained from intima (n=3) and media 

(n=3) of aortas with (A) FS: Fatty streak; and (B) FLL: Fibrolipidic lesion. The human, full-length, 

recombinant PCSK9 D374Y expressed in HEK 293 cells was used as a positive control. 

 

Figure S3: Immunofluorescence co-staining of PCSK9 (Red), APOB (Green), and nuclei (blue) 

in human healthy aorta, intimal proliferation (Fatty Streak), and fibrolipidic lesion.  
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Figure S1 
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Figure S2 
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Figure S3 
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3. Discussion 

Ce travail a permis 1) de décrire la localisation de PCSK9 à différents stades de 

l’athérosclérose, 2) d’étudier la capacité d’endocytose du cholestérol par les CMLv et 3) 

d’évaluer l’interaction entre PCSK9 et les récepteurs scavengers. Grâce à la bio banque 

cardiovasculaire mise en place au sein de notre unité, nous avons pu récupérer des aortes 

humaines issues des patients sains ou qui présentent une athérosclérose à différents stades. 

Avant la dissection des aortes qui permet la mise en culture des CMLv de la média, une 

classification macroscopique en aortes saines ou aortes présentant des stries lipidiques ou des 

lésions fibrolipidiques est faite. En effet, les aortes saines sont macroscopiquement dépourvues 

d’athéromes, elles présentent une surface endoluminale lisse et régulière et une intima très fine 

ce qui rend sa séparation de la média difficile. En revanche, les stries lipidiques se caractérisent 

sur le plan macroscopique par une accumulation de lipides (stries lipidiques de couleur jaune 

visibles) dans l’espace sous-endothéliale. À ce stade, la séparation de l’intima de la média est 

facile. A des stades plus avancés, les lésions fibrolipidiques se caractérisent 

macroscopiquement, en plus des stries lipidiques jaunâtres, par la présence de bourrelets blancs 

qui représentent la prolifération intimale des CMLv et également par une surface endoluminale 

rigide qui est due à la présence de calcifications. A cette étape, l’intima est facilement 

détachable de la média (Figure 1 de l’article 3). 

Nous avons décrit la localisation de PCSK9 à différents stades de l’athérosclérose et 

montré que PCSK9 est très faiblement exprimée dans les aortes saines tandis qu’elle est 

présente dans l’espace sous-endothéliale des aortes avec des stries lipidiques. A des stades plus 

avancés, nous avons remarqué une localisation intracellulaire de PCSK9 dans des cellules 

spumeuses, élément essentiel dans la progression de l’athérosclérose (Figure 2 de l’article 3). 

Ces résultats ont été confirmés par la localisation de PCSK9 dans les CMLv des aortes 

athéromateuses caractérisées par une prolifération intimale (Figure 3 de l’article 3). De plus, 

le dosage de PCSK9 dans les milieux conditionnés des aortes, a montré que PCSK9 est plus 

fréquente dans l’intima des aortes athéromateuses que dans la média de ces mêmes aortes ou 

que dans les aortes saines (Figure 4A de l’article 3). 

Pour démontrer si la PCSK9 observée dans les CMLv provient du milieu extracellulaire 

ou si elle est synthétisée in situ, nous avons étudié l’expression génique de PCSK9 dans les 

aortes saines et athéromateuses et montré que PCSK9 est très faiblement exprimée quel que 

soit la nature des aortes (Figure 4B de l’article 3). Ainsi, nous avons émis l’hypothèse que 

PCSK9 présente dans la paroi artérielle est convectée de la circulation. Cependant, nous ne 
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pouvons pas exclure que d’autres types cellulaires dans les aortes athéromateuses, telles que 

les cellules endothéliales, sont capables de produire PCSK9. De plus, la présence de PCSK9 

peut être due aux fibroblastes qui sont des cellules nutritionnelles et ont donc besoin de 

cholestérol et de PCSK9 pour réguler le taux d’expression du LDLr. 

Afin de caractériser comment la PCSK9 plasmatique pénètre la paroi artérielle, nous avons 

fait un co-marquage PCSK9 / apoB. En effet, la plaque d’athérome est initiée par la convection 

des particules LDL de la circulation vers la paroi artérielle où elles sont retenues via 

l’interaction entre l’apoB des LDL et les glycosaminoglycanes secrétés par les CMLv (Caro, 

2009). Dans ce contexte, nous avons suggéré que PCSK9 pourrait pénétrer la paroi artérielle 

par interaction avec l’apoB. Cependant, l’immunomarquage ne montre pas de colocalisation 

de ces deux protéines (Figure 5 de l’article 3). En effet, l’apoB est essentiellement présente 

en extracellulaire au niveau de l’espace sous-endothélial et au sein du noyau lipidique des 

aortes athéromateuses tandis que PCSK9 a une localisation intracellulaire suggérant ainsi 

qu’elle est internalisée et catabolisée par les CMLv.  

Des études sur des CMLv primaires isolées à partir de la média des aortes, se sont avérées 

essentielles afin de vérifier l’origine de la PCSK9 détectée dans la paroi artérielle. Les résultats 

de la mesure de l’expression génique (qPCR) et protéique (western blot) montrent que PCSK9 

n’est pas produite par les CMLv même après stimulation par les LDL oxydées afin de 

reproduire l’environnement de l’athérosclérose. En revanche, nous avons montré que les CMLv 

étaient capables d’internaliser la PCSK9 mature (bande à 60 KDa) quand celle-ci est ajoutée 

dans le milieu de culture des cellules (Figure 8B de l’article 3). Ces résultats montrent que les 

CMLv ne produisent pas PCSK9 et que c’est la PCSK9 plasmatique mature qui est internalisée. 

Nous avons étudié l’expression de PCSK9 dans des cultures primaires de macrophages 

humains contrôles ou traités avec des LDL acétylées. Les résultats ont montré que ces cellules 

expriment faiblement le transcrit PCSK9 (Figure 30), ce qui confirme les résultats obtenus par 

des études antérieures (Ferri et al., 2012; Maxwell et al., 2005). Ainsi, nous pouvons émettre 

l’hypothèse que la PCSK9 retrouvée dans les aortes athéromateuses provient probablement de 

la circulation plasmatique. 
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Figure 30 : Expression du gène PCSK9 dans les macrophages 

humains contrôles ou traités avec des LDL acétylées et dans les 

cellules musculaires lisses vasculaires contrôles ou traitées par des 

LDL oxydées. 

HMDM : Human monocyte-derived macrophages ; acLDL : LDL acétylées ; 

SMC : Smooth muscle cells ; ox LDL : LDL oxydées. 

 

 

 

De plus, la diminution de la quantité de PCSK9 dans les lysats de CMLv en présence de 

LDL oxydées par rapport aux CMLv traitées avec la PCSK9 recombinante seule (Figure 8B 

de l’article 3), pourrait être due à une compétition entre PCSK9 et LDL oxydées pour le même 

récepteur à la surface des CMLv. Ainsi, plusieurs récepteurs scavengers sont des candidats 

dans l’internalisation de PCSK9 par les CMLv. 

En effet, les LDL retenues à la paroi artérielle échappent aux anti-oxydants, subissent des 

modifications (oxydation, agrégation…) et sont internalisées par les récepteurs scavengers 

exprimés par les CMLv, les transformant en des cellules spumeuses, éléments majeurs dans le 

développement de l’athérosclérose (Allahverdian et al., 2014). Cette internalisation a été 

validée dans notre étude par la coloration huile rouge qui marque les gouttelettes lipidiques en 

rouge suite à leur internalisation par les CMLv (Figure 8A de l’article 3). De plus, la seule 

voie impliquée dans l’internalisation cellulaire de PCSK9 identifiée jusqu’à présent est la voie 

du LDLr. Dans ce contexte, nous avons suggéré que PCSK9 est internalisée par les CMLv à 

des stades avancés de l’athérosclérose via les récepteurs scavengers. L’étude de l’expression 

de ces récepteurs dans les tissus aortiques a montré que LOX-1 et CD36 sont exprimés dans 
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l’intima des aortes athéromateuses suggérant un rôle de ces récepteurs dans la progression de 

l’athérosclérose. Les immunomarquages ont confirmé ces résultats en montrant une plus forte 

expression de LOX-1 et CD36 dans l’intima hyperplasique des aortes athéromateuses (Figure 

6A et 6B de l’article 3). De plus, LOX-1 colocalise avec PCSK9, suggérant un rôle direct entre 

ces deux protéines. En effet, une étude réalisée par Ding et al. a montré que PCSK9 augmente 

l’expression du LOX-1 et vice versa sous l’effet du lipopolysacharide (LPS) (Ding et al., 2015). 

Nous avons tout d’abord traité nos cellules par des LDL oxydées avec et sans PCSK9 pendant 

24 heures. L’expression de LOX-1 était faible dans toutes les conditions. Par la suite, en se 

basant sur les études de Ding et al. et Hofnagel et al., nous avons traité les CMLv primaires par 

le TNF-α (10 ng/ml) pendant 8 heures (Hofnagel et al., 2004). Les résultats ont montré que 

LOX-1 est faiblement exprimé (données non révélées). Ainsi, des études supplémentaires à des 

concentrations plus élevées et avec d’autres facteurs inflammatoires doivent être réalisées afin 

de stimuler l’expression du LOX-1 et d’étudier l’effet que pourrait avoir PCSK9 sur la 

modulation de cette expression et donc éventuellement sur l’internalisation des LDL oxydées. 

D’autre part, nous avons étudié l’expression tissulaire de LRP-1 qui appartient à la famille 

du récepteur des LDL. Les résultats ont montré que LRP-1 est exprimé 50 fois plus que les 

autres récepteurs scavengers (LOX-1 et CD36) et cela quel que soit le type de l’aorte étudiée. 

Ces résultats ont été confirmés sur des CMLv primaires. De plus, l’expression de LRP-1 ne 

varie pas en présence de la PCSK9 avec ou sans LDL oxydées (Figure 9B de l’article 3). LRP-

1 est une protéine multifonctionnelle capable de lier plus de 40 ligands avec une grande affinité 

notamment pour les complexes protéases-antiprotéases et les LDL agrégées. Aussi, LRP-1 est 

impliqué dans plusieurs processus physiologiques et pathologiques (Emonard et al., 2014). 

Ainsi, nous avons émis l’hypothèse que LRP-1 peut être le récepteur majeur impliqué dans 

l’internalisation de PCSK9 par les CMLv. Nous avons ainsi bloqué ce récepteur en utilisant 

RAP (receptor-associated protein), une protéine chaperonne au niveau du réticulum 

endoplasmique qui empêche la fixation prématurée des ligands au niveau du LRP-1. Les 

résultats ont montré une baisse significative dans la quantité de PCSK9 internalisée par les 

CMLv. Un co-marquage de LRP-1 et PCSK9 par immunofluorescence sur des coupes d’aortes 

humaines et des CMLv primaires traitées par PCSK9 semble nécessaire pour détecter une 

éventuelle interaction protéine-protéine. De plus, des études plus poussées comme le knock 

down de LRP-1 par siRNA ou CRISPR, difficile à réaliser sur des cultures primaires, semblent 

être nécessaires afin de valider l’implication de ce récepteur dans l’internalisation de PCSK9 

par les CMLv. 
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L’utilisation des CMLv primaires est représentative des mécanismes physiopathologiques 

in vivo contrairement aux lignées cellulaires.  Cependant, les cultures primaires sont sensibles 

aux changements de leur environnement. En effet, les caractéristiques des cellules primaires 

peuvent changer à chaque passage si les conditions optimales de culture ne sont pas 

maintenues. Les CMLv à des passages avancés, perdent leur phénotype contractile et 

acquièrent le phénotype sécrétoire. De plus, elles se caractérisent par une variabilité de leur 

vitesse de croissance limitant ainsi l’avancement des expérimentations. Afin de limiter ces 

problèmes et de pouvoir faire des expériences plus avancées comme le knock down des gènes 

impliqués dans l’internalisation de PCSK9 par siRNA, nous avons reproduit une série 

d’expérimentations en utilisant des lignées de CMLv isolées à partir des aortes mésentériques 

humaines et immortalisées par le virus SV40. Des lignées de CMLv à des passages compris 

entre 10 et 14 ont été utilisées pour faire les études. Le milieu de culture utilisé était le RPMI 

enrichi par du glutamax, du SVF (20%) et des antibiotiques (1%). Les cellules ont été traitées 

avec des LDL oxydées à 100 μg/ml avec ou sans PCSK9 humaine recombinante (0.2 μg/ml) 

afin d’étudier l’expression génique et protéique de PCSK9, et des différents récepteurs 

scavengers notamment LRP-1, LOX-1, et CD36. 

L’expression des gènes LRP-1, LOX-1, CD36 et LDLR a été étudiée dans les lysats 

cellulaires des lignées de CMLv et les résultats obtenus sont semblables à ceux obtenus avec 

les CMLv primaires. Le récepteur LRP-1 est fortement exprimé quels que soit la condition 

appliquée. Il est intéressant de noter que l’expression basale de PCSK9 est plus élevée par 

rapport aux cellules primaires, suggérant ainsi que ces cellules sont capables de synthétiser la 

PCSK9 en endogène (Figure 31).  
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Figure 31 : Expression des gènes PCSK9, LOX-1, LRP-1, CD36 et LDLR dans 

les lignées de CMLv traitées ou non par des LDL oxydées (oxLDL) et 

PCSK9. 

 

 

Ces résultats ont été confirmés par l’étude de l’expression protéique : les lignées de CMLv 

à l’état basal sont capables de produire la PCSK9 endogène (bande de 75 KDa). En effet, 

l’immortalisation des cellules est reponsable des changements sur le plan génétique et 

phénotypique et la dédifférentiation de ces cellules les rend loin de la situation in vivo, ce qui 

peut expliquer la synthèse endogène de PCSK9 par ces lignées. Comme dans les CMLv 

primaires, en présence des LDL oxydées la quantité de PCSK9 internalisée est diminuée 

(Figure 32).  
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Figure 32 : Etude de l’expression protéique de PCSK9 dans les lignées CML 

traitées ou non avec des LDL oxydées (oxLDL) et PCSK9. 

 

 

Afin de comprendre si la PCSK9 et les LDL oxydées entrent en compétiton pour le même 

récepteur, nous avons traité les cellules avec des LDL oxydées marquées au Dil (Dil-ox LDL, 

thermo scientific, L34358) à raison de 10 μg/ml et de la PCSK9 recombinante à raison de 2 

μg/ml. Les résultats ont été évalués par cytométrie en flux et ont montré une baisse significative 

dans l’internalisaton des LDL oxydées lorsque les cellules étaient traitées avec de la PCSK9, 

ce qui suggère que la compétition entre PCSK9 et LDL oxydées est réciproque (Figure 33). 
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Figure 33 : Internalisation des LDL oxydées par les lignées CMLv 

contrôles et traitées par PCSK9, évaluée par cytométrie en flux.  

N=5. ** (p<0.0022) 

 
 

L’analyse par western blot de l’expression protéique de LRP-1 et CD36 dans les lysats des 

lignées de CMLv traitées ou non par la PCSK9 recombinante et des LDL oxydées montrent 

que les traitements n’ont pas d’effet sur le taux d’expression de ces récepteurs (Figure 34 A et 

B). Etant faiblement exprimé, l’expression protéique de LOX-1 n’as pas pu être démontrée. 

Ainsi, la stimulation par des facteurs inflammatoires semblent être nécessaires afin de pouvoir 

étudier l’effet de PCSK9 sur l’expression de LOX-1. 
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Figure 34 : Etude de l’expression protéique de (A) LRP-1 et (B) CD36 

dans les lignées de CMLv traitées ou non avec des LDL oxydées 

(oxLDL) et PCSK9. 

 

 

Comme dans les CMLv primaires, LRP-1 est fortement exprimé dans les lignées. Un 

knock down par un siARN (siLRP-1) est en cours afin d’inhiber l’expression du gène LRP-1. 

Une fois inhibé, le traitement par PCSK9 va nous permettre de valider l’implication de LRP-1 

dans l’internalisation de PCSK9 par les CMLv. 

Finalement, la révélation du mécanisme par lequel PCSK9 pourrait participer à la 

formation de CMLv spumeuses, aiderait à mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de 

l’athérosclérose et ouvrirait la voie à de nouvelles applications des inhibiteurs de PCSK9, au 

delà de leur rôle dans la réduction des taux plasmatiques de LDL-C. 
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Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont la principale cause de décès prématurés et 

d'handicap chez l'homme et leur incidence est en augmentation dans le monde.  La pathologie 

sous-jacente associée à la majorité des MCV est l’athérosclérose qui conduit au développement 

d'une maladie coronarienne, d'une maladie cérébro-vasculaire, d'une thrombo-embolie 

veineuse et d'une maladie vasculaire périphérique, provoquant ensuite un infarctus du 

myocarde, une arythmie cardiaque ou un accident vasculaire cérébral. Un des facteurs de risque 

majeurs de l’athérosclérose est l’hypercholestérolémie qui, associée à d’autres dyslipidémies 

et maladies (hypertension, diabète, obésité) ainsi qu’au mode de vie (tabagisme, sédentarité), 

représente globalement plus de 90 % des facteurs de risque de MCV dans toutes les études 

épidémiologiques (Flora & Nayak, 2019). 

L'hypercholestérolémie familiale (HF) est l’une des maladies génétiques les plus 

fréquentes qui touche environ 30 millions de sujet dans le monde et se caractérise par des taux 

élevés de LDL-C. C’est une maladie qui est largement sous-diagnostiquée avec plus de 90% 

des pays qui n’ont pas rapporté la prévalence de l’HF dans leur population générale. En se 

basant sur une métanalyse récente réalisée sur 11 millions d’individus, la prévalence actuelle 

de l’HF dans le monde est de 1 sur 313 (Beheshti et al., 2020). Elle est plus fréquente dans 

certaines régions du monde et ceci est dû à des mutations à effet fondateur : les Canadiens 

Français (1 sur 270), les Libanais (1 sur 81) et les Afrikaners (1 sur 83) (Beheshti et al., 2020). 

La génétique joue un rôle majeur dans le développement des dyslipidémies qui résultent 

dans la plupart des cas d’une mutation dans un gène codant une protéine clé de l’homéostasie 

du cholestérol. L’HF à transmission autosomique dominante (ADH) est due à des mutations 

dans les gènes LDLR, APOB, et PCSK9 qui codent respectivement le LDLr (Brown & 

Goldstein, 1986), son ligand, l’apoB (Innerarity et al., 1990), et la proprotéine convertase 

subtilisine/kexine de type 9 (PCSK9) (Abifadel et al., 2003). Plus récemment, un 4ème gène, 

l’APOE, a été impliqué dans l’ADH par l’identification de la mutation p.(Leu167del) 

responsable de l’ADH dans une famille française (Marduel et al., 2013). Il existe également 

une forme récessive de l’hypercholestérolémie qui est due à des mutations dans le 

gène LDLRAP1 (Garcia et al., 2001). 

L’identification de PCSK9 a mis en évidence un nouvel acteur dans l’homéostasie du 

cholestérol. PCSK9, par interaction directe avec le LDLr, favorise la dégradation de ce dernier 

en l’acheminant vers le lysosome, empêchant ainsi son recyclage. Au-delà de l'association 

évidente entre la dégradation du LDLr induite par PCSK9 et l'hypercholestérolémie, des études 

récentes ont mis en évidence d'autres mécanismes par lesquels PCSK9 peut faciliter le 

développement de l'athérosclérose, indépendamment de son impact sur les lipides (Shapiro & 
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Fazio, 2017). Ainsi, dans ce projet, j’ai étudié le rôle de PCSK9 par deux approches 

différentes : physiopathologique et moléculaire. 

 

 

1. Hypercholestérolémie familiale 

En 2003, notre équipe a mis en évidence une hétérogénéité plus importante de l’HF avec 

l’exclusion des gènes LDLR et APOB. En effet, par une approche de clonage positionnel et 

séquençage de nombreux gènes candidats dans des familles ADH françaises recrutées grâce au 

réseau national de recherche sur les hypercholestérolémies familiales, Abifadel et al. ont pu 

identifier les premières mutations hypercholestérolémiantes de PCSK9 qui sont la 

p.(Ser127Arg) et la p.(Phe216Leu) retrouvées dans trois grandes familles françaises (Abifadel 

et al., 2003). Par la suite, une autre mutation gain de fonction, la p.(Asp374Tyr), a été décrite 

dans une famille de l’Utah (Timms et al., 2004) et plus tard dans des familles Norvégiennes et 

Anglaises (Leren, 2004; Sun et al., 2005). D'autres mutations gain de fonction ont été 

identifiées par la suite dans plusieurs petites études réalisées dans divers lieux géographiques. 

Les mutations de PCSK9 sont rares et associées à un phénotype sévère (Hopkins et al., 2015). 

En France et grâce au Registre Franҫais pour l’HF, REFERCHOL, la p.(Ser127Arg) a été 

retrouvée chez 67% des patients ADH porteurs d’une mutation dans PCSK9, ce qui révèle ainsi 

la présence d’un effet fondateur (Rabès et al., 2018). Dans cette étude, nous étions intéressés à 

estimer l’âge de l’ancêtre commun porteur de la mutation p.(Ser127Arg) car cela devrait 

fournir des informations intéressantes et utiles sur son histoire naturelle.  

Six familles et 10 proposants non apparentés ADH français ont été recrutés afin de pouvoir 

dater l’âge de l’ancêtre commun le plus récent porteur de la p.(Ser127Arg) de PCSK9. En 

analysant les résultats du génotypage des microsatellites et des SNPs qui s’étendent sur 19,6 

Mb en 1p.32 autour du gène PCSK9, nous avons montré que les patients atteints sont tous 

porteurs d’un haplotype ancestral probable. L’âge de l’ancêtre commun le plus récent a été 

estimé estimé à 23-26 générations avec un intervalle de confiance de 95% allant de 16 à 38 

générations, à l’aide de l’«Estiage Software ». En supposant qu'une génération est égale à 25 

ans, la mutation aurait donc environ 612 ans, entre 400 et 950 ans avec un intervalle de 

confiance de 95%.  

Dans cette étude, nous avons apporté une preuve moléculaire que la p.(Ser127Arg) est 

originaire de France. Afin de réduire l’intervalle de confiance, un nombre plus important de 

porteurs de la mutation p.(Ser127Arg) doit être étudié. Cela permettra de déterminer l’époque 
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à laquelle vivait l’ancêtre commun. Des études supplémentaires démographiques seront 

nécessaires afin de mieux comprendre la distribution géographique de la p.(Ser127Arg) et des 

autres mutations gain de fonction de PCSK9 qui sont rares et se caractérisent par une 

localisation géographique bien déterminée (Hopkins et al., 2015). 

Finalement, l’étude des haplotypes est un élément essentiel dans de nombreuses analyses 

de données de génétique moléculaire, par exemple dans la cartographie des maladies, ou la 

détermination de l'histoire des populations. 

En général, la description d’une mutation à effet fondateur aide à définir le spectre de 

mutations relié à la maladie en cause au sein d’une population ou d’une région bien déterminée. 

Cela permettra de mettre en place un diagnostic génétique rapide et rentable chez les membres 

des familles atteintes surtout dans de nombreux pays où le dépistage génétique de l’HF n'est 

pas facilement accessible, principalement pour des raisons économiques. La présence de 

plateformes de génotypage basées sur le spectre de mutation dans la population constitue une 

première approche rentable, en particulier si une mutation à effet fondateur a été décrite. 

 

 

 

 

2. Dosage de PCSK9 dans une cohorte pédiatrique 

libanaise 

Le rôle de PCSK9 dans la régulation des taux de LDL-C a été mis en évidence lorsque des 

mutations gain de fonction dans PCSK9 ont été associées à une forte élévation des taux de 

LDL-C et à des MCV prématurées dans des familles d’origine française (Abifadel et al., 2003). 

La découverte de mutations perte de fonction dans PCSK9 qui réduisent le risque de MCV et 

le taux de LDL-C plasmatique a également suggéré des liens étroits avec la régulation du LDL-

C (J. C. Cohen et al., 2006). Des recherches expérimentales ont par la suite montré que PCSK9 

régule le métabolisme du cholestérol par le biais de la dégradation du LDLr (Abifadel et al., 

2014). Ainsi, les anti-PCSK9 ont été développés et sont capables de réduire les taux du LDL-

C avec un effet bénéfique sur l’incidence de MCV.  

Les taux plasmatiques de PCSK9 sont influencés par des variants communs et rares de 

PCSK9, le sexe et l'utilisation de médicaments (statines, ezitimibe, fibrates). Plusieurs 

paramètres démographiques et métaboliques semblent être également en corrélation avec le 

taux sérique de PCSK9, notamment le LDL-C, les TG, l'apolipoprotéine B, l'insuline, le 
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glucose, le fibrinogène, la protéine C-réactive, le tabagisme et l'IMC (Leander et al., 2016). 

Des études réalisées chez les adultes ont montré que les taux circulants de PCSK9 sont corrélés 

avec les taux du LDL-C, des TG et à la survenue de MCV (Lakoski et al., 2009). Cependant, 

seule une étude réalisée chez les enfants Français Canadiens a étudié la corrélation entre les 

taux plasmatiques de PCSK9 et les différents paramètres démographiques et lipidiques (Baass 

et al., 2009). Ainsi, l’objectif de cette étude était, dans une cohorte de 681 écoliers Libanais, 

d’étudier l’association entre les taux plasmatiques de PCSK9 et les données démographiques, 

les paramètres lipidiques ainsi que la ménarche chez les filles et le taux de testostérone chez 

les garçons. Surtout que les taux de cholestérol chez les enfants peuvent prédire la survenue de 

MCV à l’âge adulte (Labarthe et al., 2003). 

Les résultats dans cette étude ont révélé que chez les garçons et chez les filles, les taux 

plasmatiques de PCSK9 ont été positivement corrélés avec les taux de LDL-C, de TG et de 

non-HDL-C. Cette corrélation est due au fait que PCSK9 utilise le LDLr comme voie 

d’élimination du compartiment plasmatique et induit en même temps sa dégradation. Ainsi 

PCSK9, le LDLr et le LDL-C sont réciproquement régulés. Il est intéressant de noter que les 

taux circulants de PCSK9 étaient significativement plus élevés chez des enfants présentant des 

taux élevés de CT, de LDL-C et de non-HDL-C par rapport aux enfants avec des taux moins 

élevés ou normaux. Il a été déjà montré, chez les adultes, qu’il existe une corrélation entre les 

taux plasmatiques de PCSK9 et le LDL-C chez des sujets HF non traités (F. Raal et al., 2013). 

Il serait ainsi intéressant de collecter des informations sur les antécédents familiaux de maladie 

coronarienne et d’effectuer des analyses génétiques chez ces différents sous-groupes d’enfants 

dyslipidémiques afin de confirmer le diagnostic, surtout que les taux de cholestérol sont plus 

élevés chez les enfants ayant une histoire familiale de MCV et prédisent le risque de survenue 

de MCV à l’âge adulte. Une fois le diagnostic confirmé, les taux circulants de PCSK9 chez ces 

enfants pourraient être utilisés comme un marqueur dans la prédiction des atteintes 

cardiovasculaires à un l’âge adulte. 

Les résultats de la présente étude doivent être reproduits dans d’autres groupes d’âge et 

dans d’autres groupes ethniques afin de comprendre le rôle de PCSK9 dans la progression des 

atteintes cardiovasculaires et d’élucider les différents facteurs génétiques et endogènes qui 

influencent le taux circulant de PCSK9 qui présente une variabilité interindividuelle importante 

pouvant atteindre le facteur 100. 

Finalement, nos résultats ne concluent pas que les taux plasmatiques élevés de PCSK9 

chez ces enfants dyslipidémiques peuvent prédire la survenue de MCV. Cependant, nos 

données contribuent à faire progresser l'ensemble des preuves nécessaires pour déterminer si 
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le taux sérique de PCSK9 est prometteur en tant que facteur de risque de MCV et peut 

notamment contribuer à l’élargissement de la fenêtre thérapeutique des anti-PCSK9.  

 

 

 

 

3. Rôle de PCSK9 dans le développement 

de l’athérosclérose 

Bien que la majorité des études relatives à PCSK9 sont concentrées sur son expression 

dans le foie et sur sa fonction locale sur le LDLr, plusieurs études ont révélé que PCSK9 est 

également exprimée dans d'autres cellules et tissus y compris les composants cellulaires de la 

paroi vasculaire et notamment les cellules endothéliales et les CMLv (Ferri et al., 2012). Cela 

soulève la question de savoir si la PCSK9 peut avoir des effets pro-athérogènes en plus de son 

activité bien connue sur le LDLr. Ainsi, l’objectif de cette étude est de décrire la localisation 

de PCSK9 à différents stades de l’athérosclérose et d’étudier son effet sur les capacités 

d’endocytose du cholestérol par les CMLv dans la paroi artérielle. 

Cette étude est divisée en deux parties principales : une partie tissulaire et une cellulaire. 

En résumé, nous avons décrit la présence de PCSK9 au niveau de la paroi artérielle humaine 

aux différents stades de l’athérosclérose. Des aortes humaines ont été obtenues à partir de cœurs 

humains explantés. Par immunomarquage, nous avons montré que PCSK9 était présente au 

niveau de l’espace sous-endothélial des aortes athéromateuses et avait une localisation 

intracellulaire au sein des CMLv alors qu’elle était absente au niveau des aortes saines. De 

plus, l’étude de l’expression génique de PCSK9 a montré qu’elle n’est pas sécrétée in situ mais 

qu’elle est convectée probablement à partir de la circulation sanguine vers la paroi artérielle. 

Afin d’identifier le mécanisme par lequel PCSK9 pénètre la paroi artérielle, nous avons étudié 

l’expression des récepteurs scavengers notamment LRP-1, LOX-1 et CD36 dans les tissus 

aortiques vu que la seule voie identifiée jusqu’à présent par laquelle PCSK9 pénètre dans la 

cellule implique le LDLr. Nos résultats ont montré que LRP-1 est fortement exprimé dans tous 

les types d’aortes. En revanche, LOX-1 et CD36 sont faiblement exprimés dans les aortes 

saines et leur expression augmente significativement dans les aortes athéromateuses. 

Par la suite, l’étude cellulaire sur des cultures primaires de CMLv issues de la média 

d’aortes humaines, a confirmé les résultats tissulaires et a montré que LRP-1 est 50 fois plus 

exprimé que LOX-1 et CD36. La forte expression de LRP-1 nous a permis de poser l’hypothèse 
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que c’est le récepteur majeur impliqué dans l’internalisation de PCSK9 dans les CMLv. Ainsi, 

nous avons bloqué le récepteur LRP-1 en utilisant la RAP, une protéine chaperonne du 

réticulum endoplasmique qui se fixe sur les domaines répétés de type complément du LRP-1 

empêchant ainsi la fixation prématurée des ligands au récepteur (Prasad et al., 2015). Les 

résultats ont montré une baisse significative de la quantité de PCSK9 internalisée par les CMLv 

en présence de RAP, suggérant que LRP-1 participe à l’internalisation de PCSK9. Le fait que 

RAP n’empêche pas totalement l’internalisation de PCSK9 suggère que PCSK9 pourrait 

interagir avec une région de LRP-1 distincte des domaines répétés de type complément. En 

effet, PCSK9 se lie au LDLr en se fixant surtout au niveau du domaine EGF-A. Et, comme 

LRP-1 et LDLr appartiennent à la même famille et ont tous les deux des domaines EGF-A dont 

la similarité de séquences est de 48%, cela suggère que PCSK9 pourrait se lier aux domaines 

EGF-A de LRP-1. Il serait intéressant de valider la présence d’une interaction entre PCSK9 et 

LRP-1 via des immunomarquages et de vérifier l’implication de ce récepteur dans 

l’internalisation de PCSK9 en utilisant des siARN (siLRP-1) pour inhiber l’expression totale 

du gène LRP-1. Ces expériences sont en cours sur des lignées de CMLv humaines. 

D’autre part, il est important d’étudier l’impact de PCSK9 sur le phénotype des CMLv via 

l’étude de l’expression des différents marqueurs. En effet, des études ont montré que PCSK9 

peut modifier l'homéostasie lipidique dans les macrophages par la régulation des transporteurs 

ABCA1 et ABCG1 (« ATP-binding cassette »). Les transporteurs ABC sont impliqués dans 

l'efflux du cholestérol des cellules vers le milieu extracellulaire. Ainsi, l'inhibition de ce 

processus peut favoriser la formation de cellules spumeuses dans la plaque d'athérosclérose. 

Le traitement des macrophages avec de la PCSK9 exogène réduit l'efflux de cholestérol par 

ABCA1 (Adorni et al., 2007, 2017). Il serait ainsi intéressant d’étudier l’effet de PCSK9 sur 

les transporteurs ABCA1 et ABCG1 dans les CMLv humaines.  

L’analyse protéomique pourrait révéler également l’expression différentielle de 

nombreuses protéines liées à l'activation ou à la migration des CMLv suite au traitement par 

PCSK9 tel que la perte des marqueurs de contraction comme ACTA2, MYH11, TAGLN et 

calponin et la surexpression des marqueurs fonctionnels comme KLF4 qui induit la conversion 

phénotypique des CMLv et favorise l’évolution de la plaque d’athérome. En effet, il a été 

montré que le knock-out de KLF4, un marqueur spécifique des CMLv, induit une réduction du 

nombre de cellules dérivées des macrophages, une diminution marquée de la taille des lésions 

et une augmentation de plusieurs indices de stabilité des plaques notamment une augmentation 

de l'épaisseur de la chape fibreuse (Shankman et al., 2015). Ainsi, les transitions dépendantes 

de KLF4 dans le phénotype des CMLv sont essentielles dans la pathogenèse des lésions et il 
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serait intéressant d’identifier tous les marqueurs qui régulent les transitions phénotypiques des 

CMLv et la façon par laquelle PCSK9 module leur expression afin de déterminer si les anti-

PCSK9 pourraient inhiber leurs effets et augmenter ainsi la stabilité de la plaque. 

De plus, la présence de PCSK9 dans les aortes athéromateuses pourrait être due aux 

concentrations élevées de PCSK9 plasmatique chez les patients présentant déjà un risque 

cardiovasculaire élevé. Dans notre étude, nous n’avons pas accès au plasma des patients. 

Cependant, il serait intéressant, dans de prochaines études, de doser les taux circulants de 

PCSK9 chez ces patients et d’étudier la corrélation avec les différents paramètres lipidiques et 

les facteurs de risque cardiovasculaire. En effet, Leander et al ont récemment établi un lien 

entre le risque cardiovasculaire et les concentrations plasmatiques de PCSK9 chez les 

personnes âgées, même après ajustement pour les facteurs de risque CV connus (Leander et 

al., 2016). Une méta-analyse récente de 9 études a également trouvé une relation significative 

entre les taux plasmatiques de PCSK9 et le risque d'événements cardiovasculaire 

(Vlachopoulos et al., 2016). Ainsi, PCSK9 pourrait être utilisé comme un marqueur dans la 

prévention des atteintes cardiovasculaires. Un résultat suggéré également par notre étude dans 

une cohorte pédiatrique Libanaise (chapitre 2). 

En ce qui concerne l’expression des récepteurs scavengers, nous avons pu montrer que 

l’expression basale de LOX-1 et CD36 était élevée au niveau de l’intima des aortes 

athéromateuses mais faible au niveau cellulaire. La stimulation par des LDL oxydées et par 

TNFα pour LOX-1, n’a pas eu d’effet sur l’expression de ce gène. Ainsi, l’augmentation de la 

concentration des facteurs pro-inflammatoires et le temps d’incubation pourraient stimuler 

l’expression de ces récepteurs et permettrait l’étude par la suite la modulation de leur 

expression par PCSK9. En revanche, nous avons montré que LRP-1 était bien exprimé dans 

les aortes et les CMLv. En effet, en plus de sa fixation à plus de 40 ligands, LRP-1 est aussi 

impliqué dans diverses voies de signalisation. C’est un modulateur essentiel des taux de 

récepteur PDGF et l’inactivation du LRP-1 chez la souris stimule le récepteur PDGF et induit 

la prolifération des CMLv favorisant ainsi le développement de la plaque d’athérome (Boucher 

et al., 2003). Il a été également montré que PCSK9 est capable de dégrader LRP-1 (Canuel et 

al., 2013). Ainsi, le mécanisme moléculaire impliquant PCSK9 dans la prolifération des CMLv 

pourrait être lié à la dégradation de LRP-1 par PCSK9. De plus, LRP-1 active la voie Wnt5a 

via TGFβ. Cette voie Wnt5a stimule l'efflux du cholestérol médié par ABCG1et inhibe SREBP-

2 et la biosynthèse du cholestérol. Ainsi, il serait intéressant d’étudier l’effet que pourrait avoir 

PCSK9 sur les voies de signalisation PDGFR et Wnt5a dans les CMLv (Asmar et al., 2016).   
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Ce projet a permis d’élucider le rôle de PCSK9 sur les plans moléculaires et 

physiopathologiques. Sur le plan moléculaire, mon étude s’est focalisée sur la mutation 

p.(Ser127Arg) au niveau de PCSK9. C’est l’une des premières mutations gain de fonction 

identifiée chez des familles d’origine Française. Les études des différentes mutations en France 

ont révélé que parmi les sujets ADH porteurs d’une mutation au niveau de PCSK9, 67% étaient 

porteurs de la mutation p.(Ser127Arg), ce qui révèle la présence d’un effet fondateur. Le 

recrutement des familles ADH françaises nous a permis de dater la mutation en se basant sur 

l’analyse des haplotypes construits à partir des marqueurs polymorphes. Ce genre d’étude 

permet de déterminer la prévalence des maladies qui sont localisées dans des zones 

géographiques bien déterminées, une des caractéristiques des mutations gain de fonction de 

PCSK9. 

Sur le plan physiopathologique, le dosage de PCSK9 dans une cohorte d’enfants libanais 

caractérisée par des sous-groupes d’enfants dyslipidémiques, a montré que les taux circulants 

de PCSK9 chez ces enfants dyslipidémiques étaient significativement plus élevés par rapport 

aux enfants normolipidémiques. D’autre part, nous avons montré que la PCSK9 plasmatique 

pénètre la paroi artérielle par convection radiale et sera retrouvée dans les aortes 

athéromateuses. Nos résultats ont montré que PCSK9 interagit avec les récepteurs scavengers 

notamment LRP-1 dont le blocage induit une diminution de l’internalisation de PCSK9 par les 

CMLv. Ces résultats méritent d'être approfondis afin de dévoiler un rôle pro-athérogène de 

PCSK9 dans le but de 1) mettre en évidence les avantages d’utiliser les taux plasmatiques de 

PCSK9 comme marqueur dans la prédiction de la survenue des MCV et 2) de montrer les effets 

potentiels des inhibiteurs de PCSK9 sur l'athérogenèse et les maladies vasculaires associées 

au-delà de la réduction du LDL-C. 
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Familial chylomicronemia syndrome is a rare autosomal recessive disorder of

lipoprotein metabolism characterized by the presence of chylomicrons in

fasting plasma and an important increase in plasma triglycerides (TG) levels

that can exceed 22.58 mmol/l. The disease is associated with recurrent

episodes of abdominal pain and pancreatitis, eruptive cutaneous

xanthomatosis, lipemia retinalis, and hepatosplenomegaly. A consanguineous

Syrian family who migrated to Lebanon was referred to our laboratory after

perceiving familial chylomicronemia syndrome in two children. The LPL and

PCSK9 geneswere sequenced and plasma PCSK9 levels weremeasured. Sanger

sequencing of the LPL gene revealed the presence of the p.(Val227Phe)

pathogenic variant in exon 5 at the homozygous state in the two affected

children, and at the heterozygous state in the other recruited family members.

Interestingly, PCSK9 levels in homozygous carriers of the p.(Val227Phe) were

≈50% lower than those in heterozygous carriers of the variant (p-value = 0.13)

and ranged between the 5th and the 7.5th percentile of PCSK9 levels in a sample

of Lebanese children of approximately the same age group. Moreover, this is the

first reported case of individuals carrying simultaneously an LPL pathogenic

variant and PCSK9 variants, the L10 and L11 leucine insertion, which can lower

and raise low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) levels respectively. TG

levels fluctuated concomitantly between the two children, were especially high

following the migration from a country to another, and were reduced under a

low-fat diet. This case is crucial to raise public awareness on the risks of

consanguineous marriages to decrease the emergence of inherited

autosomal recessive diseases. It also highlights the importance of the early

diagnosis and management of these diseases to prevent serious complications,

such as recurrent pancreatitis in the case of familial hyperchylomicronemia.
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Introduction

Genetic rare diseases usually require special care that could

be challenging and hardly achievable, especially in war crises or

migration situations. This is the case of type I

hyperlipoproteinemia (T1HLP).

T1HLP (OMIM 238600), also known as familial

hyperchylomicronemia, familial lipoprotein lipase deficiency

(Pingitore et al., 2016), or familial chylomicronemia syndrome

(FCS) (Caddeo et al., 2018), is a rare autosomal recessive disorder

of lipoprotein metabolism characterized by the presence of

chylomicrons in fasting plasma and an important increase in

plasma triglycerides (TG) levels that can exceed 2,000 mg/dl

(22.58 mmol/l) (Burnett et al., 1993). This condition is associated

with recurrent episodes of abdominal pain and pancreatitis, eruptive

cutaneous xanthomatosis, lipemia retinalis, and hepatosplenomegaly

(Brunzell andDeeb, 2019). Recurrent episodes of pancreatitis in these

patients can affect the functions of the pancreas and can, in severe

cases, lead to a multi-organ failure and an increase in morbidity and

mortality (Regmi and Rehman, 2021). The prevalence of the disease

in the general population is estimated to be one to two per million

(Abifadel et al., 2004; Rodrigues et al., 2016), however, it is higher in

some isolated ethnic groups (i.e., French Canadians, Afrikaner)

(Gagné et al., 1989; Henderson et al., 1992; Foubert et al., 1996;

Pingitore et al., 2016), and in populations with a high incidence of

consanguinity. T1HLP is caused in most cases by loss-of-function

variants in the lipoprotein lipase (LPL) gene (Langlois et al., 1989;

Caddeo et al., 2018). The latter encodes a secreted protein that plays a

crucial role in lipid metabolism and homeostasis through the

hydrolysis of TG transported by TG-rich lipoproteins [very low-

density lipoproteins (VLDL) and chylomicrons] to decrease plasma

TG and generate free fatty acids that are either stored in the adipose

tissue or oxidized by the muscles (Wion et al., 1987; Pingitore et al.,

2016; Rodrigues et al., 2016). In rarer cases, T1HLP is caused by

variants in the apolipoprotein C2 (APOC2) (Catapano and Capurso,

1986; Cox et al., 1988; Zanelli et al., 1994) and apolipoprotein A5

(APOA5) (Pennacchio and Rubin, 2003; Priore Oliva et al., 2005)

genes encoding respectively ApoC2 and ApoA5 which are LPL

activators, the glycosylphosphatidylinositol-anchored high-density

lipoprotein-binding protein 1 (GPIHBP1) gene which encodes a

protein that plays a role in the transport and binding of LPL to the

endothelial cell wall and its entry into the capillaries (Beigneux et al.,

2009; Davies et al., 2010; Song et al., 2022), and in the lipase

maturation factor 1 (LMF1) gene encoding an endoplasmic

reticulum membrane protein, that plays a role in the

posttranslational folding, assembly and stabilization of active

homodimerized LPL (Péterfy et al., 2007; Péterfy, 2012).

An early diagnosis of the disease is important in order to instore

as early as possible a very low-fat diet consisting of reducing the

dietary fat to ≤20 g/day or 15% of the total daily energy intake to

prevent abdominal pain and recurrent pancreatitis. The goal is to

maintain plasma TG levels below 1,000 mg/dl (11.29 mmol/l). It is

noted that recurrent abdominal pain is prevented when TG levels

are maintained below 2,000 mg/dl (22.58 mmol/l) (Burnett et al.,

1993). However, the compliance to the diet is usually poor (Caddeo

et al., 2018), and its control is difficult, especially among migrants or

low-income populations.

Interestingly, patients with chylomicronemia syndrome

generally present low low-density lipoprotein cholesterol

(LDL-C) and high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C)

levels besides high TG levels (Fojo and Brewer, 1992; Hegele,

2013; Blom et al., 2018; O’Dea et al., 2019). More recently, PCSK9

has been identified as a major protagonist in lipid metabolism

and familial hypercholesterolemia (FH) (Abifadel et al., 2003).

Many studies have reported a potential correlation between

plasma PCSK9 levels and LDL-C, but also TG, VLDL-C, and

intermediate-density lipoprotein cholesterol (IDL-C).

Investigations linking these actors of the lipid pathway are

being conducted (Lakoski et al., 2009; Druce et al., 2015;

Norata et al., 2016; Baragetti et al., 2018; Warden et al., 2020).

In this article, we report the case of a consanguineous family

of Syrian refugees in Lebanon with two children suffering from

familial hyperchylomicronemia. To our knowledge, this is the

first study to measure circulating PCSK9 levels in familial

hyperchylomicronemia and to identify individuals carrying

simultaneously variants in the LPL and the PCSK9 genes.

Materials and methods

Study participants

A Syrian family who migrated to Lebanon was referred to our

laboratory upon perceiving familial hyperchylomicronemia in two

children. The parents and four of their children were recruited. We

collected the clinical history and anthropometric data for the

recruited members. The parents signed the informed consent to

participate with their children in our study. The study was

conducted according to the guidelines of the Declaration of

Helsinki and approved by the Ethics Committee of Hôtel Dieu

de France Hospital and the Saint Joseph University of Beirut.

Laboratory and biochemical tests

Blood samples were obtained after overnight fasting, plasma,

and serum were prepared and stocked at −80°C. Lipid

measurements were determined on a COBAS INTEGRA®
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analyzer (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). Non-HDL-C

was calculated by subtracting HDL-C from total

cholesterol (TC).

DNA analysis and variant detection

Genomic DNAs of all the participants were extracted from

peripheral blood leukocytes using the illustra™ blood

genomicPrep Mini Spin Kit according to the manufacturer’s

instructions. The exons and the flanking exon-intron

boundaries of the LPL and PCSK9 genes were amplified by

polymerase chain reaction (PCR) and sequenced using the

Sanger method. PCR conditions and primers’ sequences are

available upon request. For DNA sequence assembly and

variant detection, the CodonCode Aligner® Software was used.

In silico analysis of the variant

The Genome Aggregation Database (gnomAD; http://

gnomad.broadinstitute.org/) was used for frequency

determination of the variant. The Polymorphism Phenotyping

version 2 (PolyPhen-2; http://genetics. bwh.harvard.edu/pph2/),

Protein Variation Effect Analyzer (PROVEAN; http://provean.

jcvi.org/index.php), Mutation Taster (http://www.

mutationtaster.org/), and the Combined Annotation

Dependent Depletion score (CADD score; https://cadd.gs.

washington.edu/snv) were used to predict the pathogenicity of

the variant.

PCSK9 measurements

We measured PCSK9 levels in the plasma of the recruited

members using a commercial ELISA kit (Human Proprotein

Convertase 9/PCSK9 Duoset catalog no. DY3888; R&D Systems,

Minneapolis, MN, United States) and the Bio-Plex Pro assay

technology (Luminex Corporation, Austin, TX, United States) as

previously described (El Khoury et al., 2018).

Statistical analysis

The variables were analyzed using the GraphPad Prism

version 9. Results for quantitative variables were expressed as

median with its interquartile ranges (first quartile and third

quartile). Spearman correlation was performed to measure the

strength and direction of the linear relationship between

PCSK9 and other quantitative variables. The Mann–Whitney

U test was used to compare PCSK9 values between homozygous

and heterozygous carriers of the p.(Val227Phe) variant in the

LPL gene.

Results

Clinical characteristics and biochemical
analysis

In the recruited family, the parents were first-degree cousins

and two of their six children suffered from familial

hyperchylomicronemia confirmed by lipoprotein

electrophoresis and later by genetic sequencing (Figure 1).

The proband (III.6) was a girl aged 6 years at the time of

recruitment. She presented high TG levels (7.51 mmol/l) and low

LDL-C and HDL-C levels (0.38 and 0.33 mmol/l respectively). At

the age of 9 years, she was underweight with a BMI of 16.5 kg/m2.

She suffered from recurrent abdominal pain, vomiting, and diarrhea

almost every week, and the echography showed that she presented

splenomegaly. Infectious gastrointestinal causes were ruled out. She

suffered as well from chronic anemia. Thalassemia was excluded by

the normal results of hemoglobin electrophoresis. Mediterranean

fever was suspected and theMEFV gene (NM_000243), responsible

for the disease was studied by Sanger sequencing. Analysis of the

exons and the flanking intronic regions did not reveal the presence

of any pathogenic variant. However, this study does not preclude

large deletions. Recently, she had an outbreak of the disease with TG

levels reaching 54.33 mmol/l and they were rapidly reduced to

4.29 mmol/l following a very strict low-fat diet.

Her brother (III.5), aged 7 years at the time of recruitment, had

TG levels fluctuating between 33.22 mmol/l for the highest value and

3.175mmol/l for the lowest. At recruitment, he presented high TG

levels (4.99 mmol/l) and low LDL-C and HDL-C levels (0.51 and

0.36 mmol/l respectively). At the age of 10 years, he was also

underweight with a BMI of 14.6 kg/m2. Clinically, he presented

cutaneous xanthomatosis on his elbows and asthenia. He was

diagnosed with splenomegaly consecutive to echography. He

presented hemoglobin levels that fluctuated between normal and

low. The normal results of hemoglobin electrophoresis allowed to rule

out thalassemia. Recently, he presented moderately high levels of TG.

Curiously, TG levels fluctuated concomitantly between the

two children and were especially high following the migration

from a country to another. For example, the TG levels were the

highest upon the arrival of the family to Lebanon, and then they

were gradually reduced.

Both children were under fenofibrate but in a discontinuous

way, omega 3, vitamin D, folic acid, iron, and a low-fat diet.

Two of their siblings (III.1 and III.4) presented normal TG and

TC levels (Table 1). Their parents (II.3 and II.4) presented moderate

hypertriglyceridemia according to the 2018ACC/AHA classification

(Table 1) (Grundy et al., 2019). The father aged 45 years was obese.

PCSK9 measurements

Patients with T1HLP generally present low LDL-C levels

and HDL-C levels besides high TG levels (Fojo and Brewer,
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1992; Hegele, 2013; Blom et al., 2018; O’Dea et al., 2019).

Moreover, many studies have reported a potential correlation

between plasma PCSK9 levels and LDL-C, but also

triglycerides-rich lipoproteins and investigations linking

these actors are being conducted (Lakoski et al., 2009;

Druce et al., 2015; Norata et al., 2016; Baragetti et al., 2018;

Warden et al., 2020). For these reasons, we measured plasma

PCSK9 levels in the recruited members of the family. The

results are presented in Table 1 and Figure 2. Homozygous

carriers of the p.(Val227Phe) variant (III.5 and III.6)

presented a ≈50% decrease in PCSK9 levels compared to

heterozygous carriers (II.3, II.4, III.1, and III.4) [median

with its interquartile ranges (first quartile–third quartile) of

31.00 (26.70–35.30) ng/ml versus 62.45 (50.33–74.58) ng/ml,

respectively] without being significant (p-value = 0.13).

Moreover, using Spearman correlation PCSK9 levels were

positively correlated with age, ApoB levels and with BMI in

all family members (r = 0.94, p-value = 0.017; r = 0.89,

p-value = 0.033 and r = 0.94, p-value = 0.017, respectively).

Genetic analysis

We sequenced all the exons and the flanking exon-intron

boundaries of the LPL gene knowing that most cases of T1HLP

are caused by loss-of-function variations in it. Sequencing of this

gene revealed the presence of the c.679G > T variation in exon 5

(NM_000237.3) at the homozygous state in both affected

children (III.5 and III.6) (Figure 1). This nucleotide change

causes a valine to phenylalanine substitution at position

227 of the amino acid chain [p.(Val227Phe)]. The parents

(II.3 and II.4) and the two recruited siblings (III.1 and III.4)

were heterozygous for the p.(Val227Phe) variation (Figure 1).

In silico analysis revealed that the amino acid valine at

position 227 is well conserved among species. The variation is

not present in the gnomAD database and was predicted to be

disease-causing on Mutation Taster (Grantham Matrix score of

50), deleterious on PROVEAN (with a score of -4.549), with

probably damaging consequences on the functionality of the

protein according to Polyphen-2 (score of 0.960, sensitivity: 0.63;

FIGURE 1
Pedigree of the family. The arrow indicates the proband. Blackened symbols indicate affected homozygous carriers of the p.(Val227Phe) variant
in the LPL gene. Half-blackened symbols indicate heterozygous carriers of the p.(Val227Phe) variant. Only individuals with available and reported data
were included in the study. The * sign indicates TG value while the patient was under a very strict low-fat diet. The +/+ sign indicates that the
individual is homozygous for the p.(Val227Phe) variant in the LPL gene and the +/– sign indicates that the individual is heterozygous for the
variant. The L9 designates the normal allele in exon 1 of the PCSK9 gene, the L10 designates the p.Leu21dup or p.L15_L16insL and the L11 variant
designates the p.Leu21tri or p.L15_L16ins2L. Age at recruitment is given in years. TG levels are given in mmol/l, ApoB levels are given in g/l and
PCSK9 levels are given in ng/ml. ApoB: apolipoprotein B; LPL: lipoprotein lipase; PCSK9: proprotein convertase subtilisin/kexin type 9; TG:
triglycerides.
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specificity: 0.92), and presented a CADD score of 25.8 suggesting

that this variant is predicted to be among the top 1% of the most

deleterious variants in the human genome.

Interestingly, another LPL variant in the same codon

(p.Val227Ala) was also reported to be responsible for T1HLP

(Maruyama et al., 2004; Caddeo et al., 2018).

We also sequenced the PCSK9 gene to investigate the

presence of an eventual variant that might explain the low

levels of PCSK9 observed in some individuals of the family.

The sequencing revealed the presence of two types of variations

in exon 1 of the PCSK9 gene: the leucine insertion L10 also

designated p.Leu21dup or p.L15_L16insL and the leucine

insertion L11 also designated p.Leu21tri or p.L15_L16ins2L

(Abifadel et al., 2008). The father (II.3) was heterozygous for

the L11 variation while the mother (II.4) and one of the affected

children (III.6) were heterozygous for the L10 variation. One

child (III.4) carried the normal L9 alleles, and two children

(III.1 and III.5) were compound heterozygotes for the

L10 and L11 alleles. The results are presented in Figure 1.

Discussion

The p.(Val227Phe) pathogenic variant has been recently

reported by Caddeo et al. (2018) in a University Hospital in

Gothenburg (Sweden) at the homozygous state in a proband

aged 29 years who presented a mean TG level of 18.7 ±

3.2 mmol/l and recurrent pancreatitis episodes. His brother also

carried the pathogenic variant. They have likely migrated from the

Middle East to Sweden where the center received migrants from

Syria and Iran (Caddeo et al., 2018). Functional studies

demonstrated the pathogenicity of the p.(Val227Phe) loss-of-

function variant. These studies suggested that this variant

affects protein production and secretion, but not its

degradation. Results showed that the transfection of the HEK

293T/17 cells with the p.(Val227Phe) variant caused a reduction in

protein synthesis by 35%–40% and a decrease by at least 80% in the

secretion of the LPL in the media of these cells compared to the

wild type LPL. Moreover, LPL enzymatic assay showed that LPL

activity was absent in the media of the cells transfected with the

TABLE 1 Lipid measurements and characteristics of the recruited members.

Subject Age Gender BMI at
recruitment

TC TG LDL-C HDL-C Non-
HDL-C

ApoB Plasma
PCSK9
levels

p.(Val227Phe)
variant
in the
LPL
gene

Leucine
insertion
in the
PCSK9
gene(kg/m2) (mmol/l) (g/l) (ng/ml)

II.3 45 M 33.4 4.42 3.40 2.07 0.67 3.75 1.16 78.5 +/– L9/L11

II.4 43 F 25.4 4.92 2.57 2.69 0.93 3.99 1.28 62.8 +/– L9/L10

III.1 17 M 24.5 3.00 1.53 1.57 0.62 2.38 0.83 62.1 +/– L10/L11

III.4 9 F 14.8 4.32 0.80 2.69 0.93 3.39 1.13 46.4 +/– L9/L9

III.5 7 M 13.9 5.46 4.99* 0.51 0.36 5.10 0.41 26.7 +/+ L10/L11

III.6¥ 6 F 15.7 5.54 7.51* 0.38 0.33 5.21 0.55 35.3 +/+ L9/L10

¥sign indicates the proband.

*sign indicates TG value while the patient was under a very strict low-fat diet.

The +/+ sign indicates that the individual is homozygous for the p.(Val227Phe) variant in the LPL gene and the +/– sign indicates that the individual is heterozygous for the variant. The

L10 designates the p.Leu21dup or p.L15_L16insL in the PCSK9 gene and the L11 variant designates the p.Leu21tri or p.L15_L16ins2L.

Age at recruitment is given in years. BMI, is given in kg/m2. TC, TG, LDL-C, HDL-C, and non-HDL-C levels are given in mmol/l, ApoB levels are given in g/l and PCSK9 levels are given in

ng/ml.

ApoB, apolipoprotein B; F, female; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol; LPL, lipoprotein lipase; M, male; PCSK9, proprotein

convertase subtilisin/kexin type 9; Non-HDL-C, non high-density lipoprotein cholesterol; TC, total cholesterol; TG, triglycerides.

FIGURE 2
Levels of circulating PCSK9 in heterozygous and
homozygous carriers of the p.(Val227Phe) variant in the LPL gene
in the recruited family. The ¥ sign indicates the proband.
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variant. It is noteworthy that there was no difference in the

intracellular degradation rate between the wild type and the

mutant LPL transfected cells (Caddeo et al., 2018).

We identified the p.(Val227Phe) variant in the LPL gene

causing T1HLP in a consanguineous Syrian family who migrated

to Lebanon. Indeed, this is the first study to measure

PCSK9 levels in T1HLP. In this family, homozygous carriers

of the p.(Val227Phe) variant presented lower levels of

PCSK9 than heterozygous carriers [median (first

quartile–third quartile) of 31.00 (26.70–35.30) ng/ml versus

62.45 (50.33–74.58) ng/ml, respectively]. PCSK9 levels were

positively correlated with age, ApoB levels and with BMI in

all family members (p-values = 0.017, 0.033, and

0.017 respectively).Compared to a cohort of 279 Lebanese

children of approximately the same age group (8–11 years) in

whom PCSK9 levels were measured using the same method

[median (first-third quartile) of 64.30 (46.95–93.38) ng/ml]

(Azar et al., 2022), the two homozygous children (III.5 and

III.6) presented PCSK9 levels that were approximately

between the fifth (30.40 ng/ml) and the 7.5th percentile

(33.25 ng/ml) of PCSK9 levels in the group, while their

heterozygous sibling (III.4) presented PCSK9 levels (46.40 ng/

ml) that were approximately within the 25th percentile

(46.95 ng/ml). The sibling (III.1) presented PCSK9 levels of

62.1 ng/ml, which is normal compared to a group of

159 Lebanese adolescents aged 15–18 years [median (first-

third quartile) of 60.55 (44.51–93.96) ng/ml] (Azar et al.,

2022). The presence of loss-of-function variants in the PCSK9

gene has been studied by sequencing the whole gene.

Interestingly, this is the first report of a family with an LPL

pathogenic variant also carrying variants in PCSK9, more

precisely two types of leucine insertion variants in the exon

1 of the PCSK9 gene (Table 1). These polymorphisms occur in the

signal peptide region of the PCSK9 protein and are characterized

by the insertion of one or two leucines into a stretch of nine

leucines (Chen et al., 2005; Yue et al., 2006; Abifadel et al., 2008).

They might lead to a structural change in the signal peptide

causing an impairment in its cleavage and processing in the

endoplasmic reticulum (Yue et al., 2006; Pisciotta et al., 2012;

Benito-Vicente et al., 2022). In a study conducted on

1,745 apparently healthy individuals, plasma PCSK9 levels

were significantly lower in individuals carrying a leucine

insertion in exon 1 of the PCSK9 gene (Awan et al., 2013).

Moreover, the insertion of two leucines in the signal peptide has

been reported in a family with familial combined hyperlipidemia

and two patients with FH (Abifadel et al., 2008) and in vitro

studies have shown that it causes a reduction in the secretion of

the mature form of PCSK9 compared to the wild type PCSK9

(Benito-Vicente et al., 2022). However, these variations might

not alone explain the very low levels of PCSK9 observed in

homozygous carriers of the LPL variant in our study.

Moreover, homozygous carriers of the p.(Val227Phe) variant

in this family presented low levels of LDL-C and HDL-C. This

was also observed in the study conducted by Caddeo et al. (2018),

as well as in patients suffering from T1HLP described in the

literature (O’Dea et al., 2019; Susheela et al., 2021). The low levels

of LDL-C in our studied family cannot be explained by the

presence of the leucine insertions in the signal peptide of PCSK9.

On one hand, the leucine insertion L10 also designated

p.Leu21dup or p.L15_L16insL is a common variation

associated with lower levels of LDL-C in populations with

normal to low LDL-C levels, but also in patients suffering

from FH carrying the same p.(Cys681X) mutation in the LDL

receptor (LDLr) gene (Abifadel et al., 2009). On the other hand,

the leucine insertion L11 also designated p.Leu21tri or

p.L15_L16ins2L is a rare variant that has been associated with

familial combined hyperlipidemia and was found at a low

frequency in subjects presenting LDL-C levels of

2.96–4.90 mmol/L and coronary lesions in the American

population (Chen et al., 2005; Abifadel et al., 2008; Benito-

Vicente et al., 2022). In fact, low levels of LDL-C and HDL-C

in T1HLP may be explained by the disruption in the activity of

the LPL (Hegele et al., 2018). Variations in LPL activity in

humans result in changes in lipoproteins metabolism

(Goldberg et al., 1990). Indeed, low or absent activity of LPL

results in an impairment in the conversion of TG-rich particles to

their remnant lipoproteins, including chylomicron remnants,

VLDL, VLDL remnants, intermediate density lipoprotein and

LDL. The subsequent decrease in the available cholesterol from

VLDL, LDL, and peripheral tissues causes a decrease in HDL-C

levels (Hegele et al., 2018). Other studies attribute the low levels of

LDL-C and HDL-C to an increase in their catabolism, besides the

decrease in their synthesis (Fojo and Brewer, 1992). Interestingly,

the low levels of LDL-C might explain the observed low levels of

plasma PCSK9. In fact, many studies have shown a positive

correlation between circulating plasma PCSK9 and LDL-C

(Shapiro et al., 2019). It is suggested that this correlation is

due to the fact that PCSK9 acts as an important regulator of

LDL metabolism through targeting the LDLR for lysosomal

degradation, but also due to a direct interaction between

PCSK9 and LDL (Abifadel et al., 2010; Tavori et al., 2015).

Further studies of PCSK9 levels in patients with

hyperchylomicronemia would be interesting in order to verify

if all homozygous patients with T1HLP have low PCSK9 levels, or

if it is specific to the patients in the studied family, and to decipher

the causes of this decrease, as well as the mechanism, the role of

PCSK9, and its correlation with ApoB levels (Ayoub et al., 2021).

It is noteworthy that anemia has been described as a clinical

sign of T1HLP that occurs in some cases (Rahalkar and Hegele,

2008; Brahm and Hegele, 2013). In a case series of infants with

T1HLP, 7 out of 16 infants presented normocytic anemia which

cause was unknown, and both males and females were affected

(Feoli-Fonseca et al., 1998). In another study conducted to

determine the phenotype-genotype relationships between

different subgroups of T1HLP, all the female participants (n =

7) suffered from anemia (Chokshi et al., 2014).
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Although the parents (II.3 and II.4) were heterozygous carriers

of the p.(Val227Phe) variant, they presented moderately high

levels of TG. The phenotypic expression of heterozygous LPL

deficiency is not clinically and biochemically well described yet. It

has been reported that heterozygous carriers of one defective allele

in the LPL gene do not present chylomicronemia nor other

manifestations of the disease. They may present normal or

moderately increased fasting TG levels, especially when fed a

high-calorie, high-fat diet (Miesenböck et al., 1993; Hölzl et al.,

2000; Abifadel et al., 2004). The presence of precipitating factors

such as age, obesity, pregnancy, hyperinsulinemia, and lipid-

raising drugs would contribute to the phenotypic expression of

heterozygous LPL deficiency (Wilson et al., 1990; Abifadel et al.,

2004).

The identification of heterozygous carriers of an LPL

mutation is of major importance, especially in countries with

a high frequency of consanguineous marriages (Abifadel et al.,

2004). It is also necessary for the prevention of precipitating

factors knowing that the lipoprotein phenotype in heterozygous

carriers of a defective LPL allele has been considered atherogenic

(Reymer et al., 1995; Bijvoet et al., 1996; Wittrup et al., 1997;

Hölzl et al., 2000).

The high prevalence of consanguineous marriages in Middle

Eastern countries increases the risk of autosomal recessive

genetic diseases (Al-Herz and Al-Mousa, 2013) such as

hyperchylomicronemia.

A study conducted to determine the prevalence of

consanguineous marriages in Syria showed that the overall

frequency was 30.3% in urban areas and 39.8% in rural ones,

with an overall rate of 35.4%. In some provinces, the frequency

could reach 67.5%. Among this type of marriage, first cousins’

marriages were the most common with a rate of 20.9% (Othman

and Saadat, 2009). It is noteworthy that the natality rate increases

in refugees’ camps or migrant populations, as well as the risk of

consanguineous marriages.

To date, more than 200 pathogenic variants in the LPL gene

have been reported to cause T1HLP (Caddeo et al., 2018).

However, rare cases have been described in the Middle East

and the Mediterranean regions. A summary of the described

mutations in this region is presented in Table 2.

TABLE 2 Summary of the described variations in the LPL gene in the Middle East and the Mediterranean regions.

Region Amino acid variation
in the LPL
gene according to
the article

Case presentation References

Lebanon, 2004 Homozygous for the p.(Asp174Val)/p.(Asp201Val) variant
(according to the original/present nomenclature)

A 34-year-old male with TG levels of 34.3 mmol/l lowered to
6.37 mmol/l under medication and a low-fat diet.

Abifadel et al.
(2004)

A 7-year-old boy with a TG peak of 30.45 mmol/l during an
episode of pancreatitis and recurrent abdominal pain since
3 years old

Greece, 2004 Compound heterozygous for the p.(Gly188Glu) and
p.(Met301Arg) variants (according to the original
nomenclature)

A 32-day-old girl with TG levels of 169.3 mmol/l at the time
of admission to the hospital and rapidly lowered to
11.2 mmol/l 10 days after the administration of medium-
chain triglycerides enriched milk

Kavazarakis et al.
(2004)

Middle East, 2013 Homozygous for the p.(Arg270His) variant (according to the
present nomenclature)

A 2-month-old Arab infant with a TG peak of 276.6 mmol/l
rapidly lowered to 4.93 mmol/l at the time of discharge from
the hospital after the administration of a medium-chain
triglycerides-rich diet.

Hegele et al.
(2018)

Morocco, 2015 Homozygous for the p.(Ser286Arg) variant (according to the
present nomenclature)

A 19-year-old girl with TG levels of 199 mmol/l lowered to
14.15 mmol/l 2 months after the administration of an
appropriate diet, a maximal dose of fenofibrate and
simvastatin along with heparin and insulin

Bouabdellah et al.
(2015)

Middle East, 2016 (p.Gly256Thrfs*26) (according to the present nomenclature) A 19-year-old female with TG levels of 60.7 ± 7 mmol/l and
a 32-year-old male with TG levels of 31.7 ± 7.8 mmol/l

Pingitore et al.
(2016)

(p.Met404Arg) (according to the present nomenclature) A 28-year-old male with TG levels of 45 ± 26.9 mmol/l

Some of them from the
Middle East, 2017

Compound heterozygous for the p.(Trp113Arg), the
p.(Gly215Glu), and the p.(Met404Arg) variants (according to
the present nomenclature)

A 49-year-old female with TG levels of 39.7 ± 13.6 mmol/l Caddeo et al.
(2018)

Heterozygous for the p.(Ser220Arg) variant (according to the
present nomenclature)

A 69-year-old male with TG levels of 19.6 ± 9.4 mmol/l Caddeo et al.
(2018)

Homozygous for the p.(Val227Phe) variant (according to the
present nomenclature)

A 29-year-old male with TG levels of 18.7 ± 3.2 mmol/l Caddeo et al.
(2018)

The original nomenclature considers the amino acid numbering of the mature protein [without the signal peptide of 27 amino acids (Deeb and Peng, 1989)], while the present international

nomenclature considers the initiator methionine as the first amino acid of the LPL (NP_000228.1).
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Conclusion

This is the first study to measure plasma PCSK9 levels in

T1HLP. We found that homozygous affected patients presented

low levels of PCSK9 compared to heterozygous non-affected

members of the family and to children from the same age

group. Further studies of PCSK9 levels in patients with

hyperchylomicronemia would be interesting in order to verify

if all homozygous patients with T1HLP have low PCSK9 levels.

This would help decipher the causes of this decrease, as well as

the mechanism and the role of PCSK9 in this disease. It might

also be interesting to elucidate pathways linking PCSK9 to

apolipoprotein B or eventually to triglycerides-rich

lipoproteins metabolism.

The identification of the same mutation in the LPL gene in

two distinct families with T1HLP originated most probably

from the same region in Syria and that migrated to either

Lebanon or Sweden, should lead us to search for this mutation

as the first cause of hyperchylomicronemia in patients

originated from Syria. A founder effect could be

hypothesized but needs further investigation and cases to

be confirmed.

Public awareness and education concerning the medical risks

of consanguineous marriages are important and should be

included in the international effort and politics that provide

care, birth control, and genetic counseling when needed. They

might help in decreasing the emergence of inherited autosomal

recessive diseases.

Finally, handling a metabolic disease that needs specific

care and compliance to a drastic regimen or treatment to

prevent some fatal complications is not easy, especially in a

crisis. The main solution is to prevent the emergence of these

diseases by raising awareness of the risks of consanguineous

marriages.

It is more and more urgent to address genetic lipid disorders

and more generally genetic diseases that need special treatment,

diagnosis, management, and prevention especially in refugee

populations or in war or economic crisis countries.
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Abstract: Autosomal Dominant Hypercholesterolemia (ADH) is a genetic disorder caused by
pathogenic variants in LDLR, APOB, PCSK9 and APOE genes. We sought to identify new can-
didate genes responsible for the ADH phenotype in patients without pathogenic variants in the
known ADH-causing genes by focusing on a French family with affected and non-affected members
who presented a high ADH polygenic risk score (wPRS). Linkage analysis, whole exome and whole
genome sequencing resulted in the identification of variants p.(Pro398Ala) in CYP7A1, p.(Val1382Phe)
in LRP6 and p.(Ser202His) in LDLRAP1. A total of 6 other variants were identified in 6 of 160 un-
related ADH probands: p.(Ala13Val) and p.(Aps347Asn) in CYP7A1; p.(Tyr972Cys), p.(Thr1479Ile)
and p.(Ser1612Phe) in LRP6; and p.(Ser202LeufsTer19) in LDLRAP1. All six probands presented
a moderate wPRS. Serum analyses of carriers of the p.(Pro398Ala) variant in CYP7A1 showed no
differences in the synthesis of bile acids compared to the serums of non-carriers. Functional studies of
the four LRP6 mutants in HEK293T cells resulted in contradictory results excluding a major effect of
each variant alone. Within the family, none of the heterozygous for only the LDLRAP1 p.(Ser202His)
variant presented ADH. Altogether, each variant individually does not result in elevated LDL-C;
however, the oligogenic combination of two or three variants reveals the ADH phenotype.

Keywords: autosomal dominant hypercholesterolemia; linkage analysis; next-generation sequencing;
LDL uptake; CYP7A1; LRP6; LDLRAP1; protein structural models; polygenic risk score; oligogenic hy-
percholesterolemia

1. Introduction

Autosomal Dominant Hypercholesterolemia (ADH) is a genetic disorder affecting
lipoprotein metabolism that is characterized by the high plasma levels of low-density
lipoprotein (LDL) due to its reduced catabolism [1]. Lifelong exposure of arteries to elevated
levels of cholesterol promotes early atherosclerotic plaque development and premature
cardiovascular disease (CVD) increasing the risk of heart attack, stroke and peripheral
vascular disease [2]. In addition to CVD, individuals with ADH may have extravascular
deposits, such as tendinous xanthomas, xanthelasma or corneal arcus [3].

ADH is one of the most frequent genetic diseases with a prevalence of 1 in 313 in
the general population [4] and more frequent in populations with founder effects (i.e.,
French Canadians, Afrikaners, and Lebanese) [5]. ADH is caused by mutations in the
low-density lipoprotein receptor gene (LDLR) at 19p13.3 (OMIM #143890, #606945) [6,
7], the apolipoprotein B gene (APOB) at 2p23–p24 (OMIM #107730, #144010) [8], the
proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 gene (PCSK9) at 1p32.3 (OMIM # 607786) [9]
and the apolipoprotein E gene (APOE) at 19q13.32 (OMIM #107741) [10]. The low-density
lipoprotein receptor adaptor protein 1 gene (LDLRAP1) at 1p36.11 (OMIM # 605747) is the
only gene responsible for the recessive form of hypercholesterolemia identified to date [11].

Mutations in the LDLR gene are the most frequent cause of ADH (80–85% of the cases),
and more than 3000 variants have been reported [3]. The LDL receptor removes LDL
particles from plasma, and alterations in its gene (LDLR) are commonly associated with
high LDL-C levels [3]. Mutations in APOB are the second most frequent cause of ADH (5
to 10% of the cases). Apolipoprotein B is the ligand of LDL receptor and ADH-causative
variants in APOB prevent or alter LDL binding to the LDL receptor [12]. Less frequent (2%
of the cases) are PCSK9 gain-of-function mutations that are associated with high LDL-C
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levels due to increased lysosomal LDL receptor degradation [9,13]. The least frequent are
mutations in APOE (1% of the cases) that also affect LDL binding to the LDL receptor [14].

In addition to the four major genes, ADH-causative defects are identified in “mi-
nor genes” [5]. While involved in recessive forms of hypercholesterolemia, heterozy-
gous variants in LDLRAP1 have been shown to increase LDL-C levels [15]. Putative
pathogenic variants in the adenosine triphosphate-binding cassette transporter G5/G8
genes (ABCG5/ABCG8) that are involved in sitosterolemia (OMIM #210250), were found in
2.4% of subjects in an ADH Dutch cohort [16]. Possible pathogenic variants in the lysosomal
acid lipase A gene (LIPA) that are involved in recessive lysosomal acid lipase deficiency,
LAL (OMIM #278000), were found in 2.2% of subjects in an ADH Portuguese cohort [17].
In addition, a frameshift variant in the gene encoding the cholesterol 7α-hydroxylase
(CYP7A1) segregates with high LDL-C levels in a large family [18]. CYP7A1 is an enzyme
that catalyzes the rate-limiting step in the conversion of cholesterol to bile acids in the liver
(OMIM #118455). Several rare missense variants in the gene encoding LDL receptor-related
protein 6 (LRP6), which plays a crucial role in lipoprotein endocytosis and is an essential
co-receptor in the Wnt/ß-catenin signaling pathway (OMIM #603507) [19,20], are linked
to metabolic syndrome, high LDL-C levels, and early onset of CVD [21–23]. Rare variants
in the gene encoding the patatin-like phospholipase domain-containing 5 (PNPLA5) were
significantly associated with higher LDL-C levels in an American cohort [24].

Mutations identified in genes causing ADH account for approximately 80% of cases [25].
Based on weighted polygenic risk score (wPRS) calculations [26], a polygenic origin may
account for 36% of nonmutated hypercholesterolemic patients [27]. This indicates the exis-
tence of a greater level of genetic heterogeneity in ADH and the involvement of unknown
genes [28]. Between monogenic and polygenic forms of ADH, digenic forms were reported
with double-heterozygous carriers of mutations in two ADH major genes (LDLR/APOB,
LDLR/PCK9 [29] or APOB/PCSK9 [30]), or in one major gene (LDLR, APOB, PCSK9, APOE)
and one minor gene (ABCG5, ABCG8, LDLRAP1) [31]. To our knowledge, oligogenic forms
with three variants in non-conventional ADH genes have not been reported.

We conducted this study in 1 French ADH family and in 160 unrelated hypercholes-
terolemic French probands in whom no pathogenic variant was found in the four ADH
major genes. Our aim is to identify a new gene responsible for the ADH phenotype, which
would allow a better understanding of ADH underlying causes and pathophysiology and
would reveal new therapeutic targets.

2. Results
2.1. Patients Characteristics

The family HC438 recruited for this study contained four affected members over two
generations, which was large enough to conduct statistically meaningful genetic studies to
identify new genes causing ADH. The index case for this family, II-7 (Figure 1), had a total
cholesterol level of 9.33 mmol/L and LDL-C of 6.67 mmol/L before lipid-lowering therapy
at the age of 56 years (both above the 90th percentile in agreement with inclusion criteria
for affected ADH subjects, see Section 4.1). Her levels reached 13.33 mmol/L for total
cholesterol and 10.73 mmol/L for LDL-C without treatment at 66 years of age, suggesting a
homozygous form of ADH. She suffered from severe atheroma and had no extravascular
cholesterol deposits. She also had a family history of hypercholesterolemia and cardio-
vascular heart disease. All willing members of the family were recruited, resulting in an
expansion to 15 individuals over 3 generations, including 4 affected (I-2, II-1, II-4 and
II-7) and 11 normocholesterolemic (i.e., normal cholesterol) individuals (I-1, II-5, II-6, II-8,
all 3rd generation) (Figure 1). Both parents of the index case II-7 had elevated LDL-C or
CVD. The father, I-1, had a myocardial infarction at the age of 75 years and an LDL-C
level of 3.23 mmol/L under ciprofibrate treatment at the age of 87 years. We therefore
considered him to be unaffected. The mother, I-2, had an LDL-C level of 5.48 mmol/L
under diet at the age of 81 years. The LDL-C level of subject II-1 at the age of 63 years was
4.37 mmol/L under 5 mg rosuvastatin treatment and was estimated to be 7.95 mmol/L
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without treatment [32]. Patients II-1 and II-7 had higher LDL-C levels than their sister II-4.
Therefore, because of the absence of consanguinity of their parents, patients II-1 and II-7
probably inherited two traits, one from each parent, whereas II-4 inherited the disease
from her affected mother only (Figure 1). None of the affected family members presented
extravascular cholesterol deposits or CVD, except subjects I-1 and II-7 who had CVD.
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Figure 1. Pedigree of the family HC438 with the segregation of p.(Val1382Phe) variant in LRP6,
p.(Pro398Ala) variant in CYP7A1 and p.(Ser202His) variant in LDLRAP1 and the weighted Poly-
genic Risk Score (wPRS). The proband II-7 is indicated by the black arrow. Squares and circles
represent men and women, respectively. Affected family members are indicated by values high-
lighted in gray. More severely affected family members are indicated by bold values. * Age at
lipid measurement in years. ** Myocardial infarction at 75 years old. *** Severe atheroma. # Under
ciprofibrate. ## Under 5 mg rosuvastatin treatment. Patients for whom � whole exome, � whole
genome sequencing was performed. Lipid values in mmol/L: TC for total cholesterol; LDL-C for
LDL cholesterol; HDL-C for HDL cholesterol; TGs for triglycerides.

In addition to the HC438 family, a cohort of 160 non-LDLR/non-APOB/non-PCSK9/
non-APOE French ADH probands was collected. Lipid values before treatment were
available for 98 probands (62.24% women, age: 52.5 ± 19 years): 7.96 ± 1.76 mmol/L
for total cholesterol, 5.9 ± 1.24 mmol/L for LDL-C, 1.58 ± 0.71 mmol/L for HDL-C and
1.57 ± 1.1 mmol/L for triglycerides. The wPRS was calculated and 55.2% of the cohort
probands were in the top four deciles (VII, VIII, IX and X) of the WHII reference cohort
(Figure S1).
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2.2. Three Candidate Variants Were Identified by Whole Genome Sequencing, Whole Exome
Sequencing and Positional Cloning

We conducted whole genome sequencing (WGS) and whole exome sequencing (WES)
of family HC438 and data were analyzed conjointly. Using a dedicated in-house Python
pipeline, 22 variants within the family meeting the filtering criteria (variant quality, fre-
quency, localization, segregation with ADH, predicted consequence and genotype quality;
see Section 4.2) were identified in the heterozygous state. Four variants were transmitted
from the mother (I-2) to the three affected children (II-1, II-4 and II-7) corresponding to three
missense variants in CYP7A1, KIFC2 and LRP6, and one intronic variant in SLC39A4. Three
missense variants in the LDLRAP1, GOLGA4 and AP2A1 genes were transmitted from the
father (I-1) to the two more severely affected children (II-1 and II-7). Three variants were
transmitted from the mother (I-2) to the two more severely affected children (II-1 and II-7)
corresponding to one missense variant in MOGAT2 and two intronic variants in PEX19 and
TSC2. Finally, 12 UTR variants were transmitted by either parent to the 3 affected children
(II-1, II-4 and II-7) (Table S1).

We performed positional cloning using a genome-wide scan of the entire family with
1072 polymorphic microsatellite markers. Parametric linkage analyses were performed
under four hypotheses: (1) a paternal trait inherited by the three affected children, (2) a
paternal trait inherited by the two more severely affected children, (3) a maternal trait
inherited by the three affected children, and (4) a maternal trait inherited by the two
more severely affected children (Table S2). The linkage analysis showed a maximum
expected logarithm of odds score (ELOD) between 1.61 and 2.00 for the HC438 family,
which only allowed significant exclusion of the rs62371472 variant in the AP3S1 gene and
the probable exclusion of the rs541351955 variant in the SMAP2 gene from paternal and
maternal inheritance. The variants CD59 3′UTR, LDLRAP1-p.(Ser202His) and GOLGA4-
p.(Arg1494Ile) are probably linked to the disease with a paternal inheritance. The variants
CYP7A1-p.(Pro398Ala), LRP6-p.(Val1382Phe) and SLC2A3 3′UTR, as well as TSC2 intronic
variants, are probably linked to the disease with a maternal inheritance. These seven genes
with nonsynonymous variants are probably linked to paternally or maternally inherited
traits.

Among the seven genes, we selected the three variants in the ADH minor genes
CYP7A1, LRP6 and LDLRAP1 for further analysis. We performed segregation analysis by
Sanger sequencing of all recruited family members. The variants p.(Val1382Phe) in LRP6
and p.(Pro398Ala) in CYP7A1 are transmitted from the mother (I-2) to the three affected
children (II-1, II-4 and II-7). The variants are also transmitted to the two unaffected members
(III-3 and III-6 for LRP6 variant, II-8 and III-2 for CYP7A1 variant), indicating incomplete
penetrance of the associated phenotype (Figure 1). The p.(Ser202His) variant in LDLRAP1
was transmitted from the father (I-1) to the two more severely affected children (II-1, II-7);
however, it is also transmitted to two unaffected members (II-8 and III-2) (Figure 1). Thus,
the two more severely affected family members (II-1 and II-7) carried the three variants. In
silico analysis of these variants is detailed in Table 1.
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Table 1. Variants in CYP7A1, LDLRAP1 and LRP6. The pathogenicity of the variants was evaluated using Varsome, PolyPhen2, Provean, ClinVar, CADD score and
Splice AI.

Gene c.notation
p.notation rs Number Pathway GTEx-TPM_Liver

#
gnomAD
(Total) *

gnomAD
(ENF) *

FREX
**

Varsome
*** PolyPhen2 Provean † ClinVar CADD

Score ‡ Splice AI

CYP7A1
(NM_000780)

c.38C > T
p.(Ala13Val) rs147162838

Bile acid
and bile salt
metabolism

2.612

0.181%
(512/282,726)

0.35%
(451/129,062) 0. LB B N

(−0.189) LB/VUS 7.125 No-consq
(0)

c.1039G > A
p.(Asp347Asn) rs8192875 0.274%

(776/282,802)
0.019%

(25/129,150) . . . LB PD D
(−0.2990) . . . 33 Donor gain

(0.48)
c.1192C > G

p.(Pro398Ala) rs142708991 0.336%
(951/282,868)

0.43%
(555/129,184) 0.0871% LB PD D

(−7.559) LB 25.1 No-consq
(0)

LDLRAP1
(NM_015627)

c.603dupC
p.(Ser202LeufsTer19) rs781585299 Clathrin-

mediated
endocytosis

112.23
. . . . . . . . . P . . . . . . P . . . . . .

c.604_605delTCinsCA
p.(Ser202His) rs386629678 . . . . . . . . . LB PD N

(−2.072) LB . . . . . .

LRP6
(NM_002336)

c.2915A > G
p.(Tyr972Cys) rs772441071

Vesicle-
mediated
transport

9.662

0.001193%
(3/251,364)

0.002640%
(3/113,656) . . . VUS PD D

(−7.227) . . . 26.9 Acceptor
gain (0.04)

c.4144G > T
p.(Val1382Phe) rs139480047 0.08379%

(237/282,856)
0.1061%

(137/129,164) 0.261% B B N
(−1.246) LB 22.3 Donor gain

(0.02)
c.4436C > T

p.(Thr1479Ile) rs144175121 0.02263%
(64/282,836)

0.04335%
(56/129,168) . . . B B N

(−1.906) . . . 23.3 No-consq
(0)

c.4835C > T
p.(Ser1612Phe) . . . 0.0008097%

(2/247,016)
0%

(0/111,624) . . . VUS PD D
(−2.879) . . . 29.4 Donor gain

(0.02)

# Gene expression in the liver, from the Genotype Tissue Expression database (GTEx). TPM: transcripts per million. * Allele frequency, from the Genome Aggregation Database
(gnomAD): allele count/allele number in the general population and in the European non-Finnish (ENF). ** Allele frequency from the French Exome Project database. *** Varsome tool
according to the ACMG guidelines [33]. † Provean: variant with a score of ≤−2.5 is considered “deleterious” and with a score of >−2.5 is considered “neutral”. ‡ CADD score ≥ 20
indicates that the variant is predicted to be among the top 1% of the most deleterious substitutions in the human genome, and a score of ≥30 indicates that the variant is predicted to be
among the top 0.1% of the most deleterious substitutions in the human genome. N: neutral, LB: likely benign, B: benign, VUS: variant of unknown significance, PD: probably damaging,
D: deleterious, P: pathogenic.
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2.3. Identification of New Variants in CYP7A1, LDLRAP1 and LRP6

We sequenced the CYP7A1, LDLRAP1 and LRP6 genes in the cohort of 160 French
hypercholesterolemic probands in whom mutations in LDLR, APOB, PCSK9 and APOE
were excluded. We replicated the CYP7A1 finding by identifying the same p.(Pro398Ala)
mutation in a 71-year-old man who presented total cholesterol of 7.52 mmol/L and
LDL-C of 5.69 mmol/L. Among other cohort members, we identified the two variants
p.(Ala13Val) and p.(Asp347Asn) in this gene and the four rare missense variants p.(Tyr972Cys),
p.(Thr1479Ile) and p.(Ser1612Phe) in LRP6 and p.(Ser202LeufsTer19) in LDLRAP1 (Tables 1
and 2). The p.(Tyr972Cys) variant in LRP6 is located in the fourth ß-propeller domain of
the LRP6 receptor, whereas two other variants are in the intracellular domain (Figure 2).
The substituted residues are highly conserved among species from human to zebrafish
(Figure S1). The p.(Val1382Phe) variant in LRP6 is located in the transmembrane domain of
LRP6 (Figure 2) in a conserved region (Figure S2).
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Figure 2. Structure of the LRP6 receptor and position of the identified variants. The LRP6 receptor
contains the following structural motifs: signal peptide (SP), 4 β-propeller domains, 4 EGF-like
domains (involved in the pH-dependent release of ligands in endosome), 3 LDLR type A repeats
(responsible for the binding of ligands), a transmembrane anchor (binds the receptor to the cell
membrane), and a cytoplasmic domain with PPPSP motifs (2 motifs at position 1487 and 1604 that
allow the receptor to function in the Wnt/β-catenin pathway). Red arrows indicate the position of
the variants identified in this study. Figure built from data from UniProt (www.uniprot.org (accessed
on 12 October 2020)) and Ensembl (www.ensembl.org/index.html (accessed on 12 October 2020))
databases.

www.uniprot.org
www.ensembl.org/index.html
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Table 2. Biological and clinical characteristics of the affected carriers of CYP7A1, LDLRAP1 and LRP6 variant.

Gene Variant Sex Age * TC ** LDL-C ** HDL-C ** TG ** wPRS Decile Clinic Family
History

CYP7A1
(NM_000780)

c.38C > T
p.(Ala13Val) M 59 . . . . . . . . . . . . 0.571 IV . . . . . .

c.1039G > A
p.(Asp347Asn) F 71 7.92 6.24 . . . 0.98 0.25 I . . . . . .

c.1192C > G
p.(Pro398Ala) M 71 7.52 5.69 . . . . . . . . . . . . . . . . . .

LDLRAP1
(NM_015627)

c.603dupC
p.(Ser202LeufsTer19) F 37 7.75 5.56 1.37 1.81 0.752 VII . . . . . .

c.604_605delTCinsCA
p.(Ser202His) F 39 . . . 5.44 . . . . . . 0.622 V . . . . . .

LRP6
(NM_002336)

c.2915A > G
p.(Tyr972Cys)

M † 40 6.35 4.70 1.21 0.89 . . . . . . CAD Yes
YesM ‡ 32 7.47 5.30 1.34 1.83 0.371 II No

c.4436C > T
p.(Thr1479Ile) F 48 8.15 5.57 2.12 1.01 0.581 IV No Yes

c.4835C > T
p.(Ser1612Phe) M 51 8.04 5.89 1.71 0.94 0.542 III CAD Yes

* Age in years at lipid measurement. ** Lipid values (mmol/L) without lipid-lowering therapy. † Father. ‡ Son. TC: total cholesterol; LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol; HDL-C:
high-density lipoprotein cholesterol; TGs: triglycerides; wPRS: weighted polygenic risk score.
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The use of PyMOL to model the effects of the p.(Tyr972Cys) in LRP6-E3E4 (PMB
ID 3S8Z) showed that this missense variant results in the loss of a polar interaction with
a neighboring glutamic acid residue at position 993 (Figure 3). As a result, this mutant
could result in altered stability of LRP6 protein and/or its ability to uptake LDL. A crystal
structure of LRP6 containing its transmembrane and intracellular domains is not available,
so the variants p.(Val1382Phe), p.(Thr1479Ile), p.(Tyr1584Asn), and p.(Ser1612Phe) could
not be modeled.
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polar contacts (yellow dotted lines) with Asp971 and Glu993 (blue). (C,D) LRP6-E3E4 mutant Cys972
residue (red) has a polar contact (yellow dotted line) only with Asp971 (blue).

2.4. Bile Acid Synthesis Is Not Affected by the CYP7A1 Variant p.(Pro398Ala)

Cholestanol and 7α-hydroxy-cholesterol levels are significantly lower in carriers of
p.(Pro398Ala) in CYP7A1, compared to non-carriers in the HC438 family (p = 0.015, p = 0.032,
respectively), whereas bile acids levels are not affected (Table 3). This variant can therefore
participate in the elevation of LDL-C levels. However, this cannot fully explain the phe-
notype, because family members II-5 and III-2 carrying this variant (II-5 and III-2) do not
present hypercholesterolemia.
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Table 3. Sterol and bile acid measurements in family HC438.

II-1 *,† II-4 **,† II-5 † III-4 III-6 III-7 Carriers *** Non-Carriers *** Marker of p-Value

Serum total cholesterol
(mmol/L) 5.08 7.84 6.95 5.73 5.46 3.67 6.62 ± 1.41 4.95 ± 1.12 0.306

R_campesterol (µg/mg) ‡ 1.77 1.13 1.41 1.66 1.98 2.02 1.44 ± 0.32 0.32 ± 1.89 Cholesterol
absorption 0.061

R_sitosterol (µg/mg) ‡ 1.65 0.87 0.97 0.94 1.26 1.30 1.16 ± 0.43 1.17 ± 0.20 Cholesterol
absorption 0.495

R_cholestanol (µg/mg) ‡ 1.05 1.00 0.79 1.32 1.25 1.38 0.95 ± 0.14 1.32 ± 0.07 Cholesterol
absorption 0.015

R_lathosterol (µg/mg) ‡ 0.68 1.46 1.39 2.02 1.22 2.01 1.18 ± 0.43 1.75 ± 0.46 Cholesterol
synthesis 0.094

R_lanosterol (µg/mg) ‡ 0.10 0.14 0.12 0.17 0.11 0.20 0.12 ± 0.02 0.16 ± 0.05 Cholesterol
synthesis 0.126

R_desmosterol (µg/mg) ‡ 0.65 0.78 0.77 0.91 0.58 0.77 0.74 ± 0.07 0.75 ± 0.17 Cholesterol
synthesis 0.433

R_7αOH-cholesterol (ng/mg) ‡ 23 25 39 41 44 52 29 ± 9 46 ± 6 Degradation to
bile acids 0.032

R_27OH-cholesterol (ng/mg) ‡ 113 108 95 107 117 128 105 ± 9 118 ± 10 Degradation to
bile acids 0.104

Chenodeoxycholic acid (µmol/L) 3.05 2.76 1.34 2.11 0.01 3.49 2.38 ± 0.91 1.87 ± 1.75 Bile acids 0.342
Cholic acid (µmol/L) 1.76 1.92 0.44 1.74 0.01 1.28 1.38 ± 0.81 1.01 ± 0.89 Bile acids 0.314

Lithocholic acid (µmol/L) 0.06 0.16 0.21 0.20 0.31 0.11 0.14 ± 0.08 0.21 ± 0.10 Bile acids 0.224
Deoxycholic acid (µmol/L) 0.27 2.16 2.30 2.99 1.95 1.06 1.58 ± 1.13 2.00 ± 0.96 Bile acids 0.324

† carriers of the variant p.(Pro398Ala) in CYP7A1. * under rosuvastatin 5 mg. ** under pravastatin 20 mg. ‡ values corrected for cholesterol concentration (R_sterols). *** Mean ± SD.
Statistically significant differences between carriers and non-carriers are highlighted in bold (Bonferroni’s Multiple Comparison Test in one-way ANOVA).
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2.5. Contradictory Effects of LRP6 Variants on LRP6 Expression and LDL Binding and Uptake

HuH7 cells transfected with a siRNA targeting human LRP6 (siLRP6) showed the
expected reduced expression of the LRP6 gene by 80% (Figure 4A). No significant differ-
ences in LDLR, HMGCR, SREBP2 and PCSK9 mRNA expression were observed (Figure S3),
whereas labeled LDL uptake was significantly reduced by 23.14% and 20%, compared to
non-transfected cells and to cells transfected with the negative control (siNeg), respectively
(p < 0.05) (Figure 4B).

As expected, cells transfected with the LRP6-WT plasmid present a significant increase
in membrane expression of the LRP6 protein compared to cells transfected with the empty
vector (PcM) (Figure 4C), but there is no significant difference in the binding and uptake of
labeled LDL (Figure 4F and Figure S4).

The two variants, p.(Tyr972Cys) and p.(Thr1479Ile), significantly decrease the surface
expression of LRP6 compared to WT (p < 0.001) (Figure 4C), but only p.(Thr1479Ile) signifi-
cantly decreases LRP6 protein expression in cells (Figure 4D,E). The two variants increase
the binding and uptake of labeled LDL in HEK293T cells. However, a significant differ-
ence (p < 0.05) is observed only with the p.(Tyr972Cys) variant compared to LRP6-WT for
binding and uptake measured simultaneously (Figure S4) and for uptake alone (Figure 4F).

Unlike p.(Tyr972Cys) and p.(Thr1479Ile), p.(Val1382Phe) does not affect the membrane
expression of LRP6 (Figure 4C), but it significantly reduces LDL uptake when compared to
LRP6-WT (p < 0.05) (Figure 4F). Nevertheless, this variant has no significant effect when
LDL binding and uptake were observed simultaneously (Figure S4).

The effect of LRP6-WT or the mutated plasmids on the membrane expression of the
LDL receptor was also evaluated in transfected HEK293T cells and no significant changes
were observed (Figure S5).

Theses confusing contradictory results suggest that each of these variants does not
individually have a major effect on cellular LDL uptake and LDL-C circulating levels.
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Figure 4. Effect of inhibited, overexpressed or mutated LRP6 in HEK293T and HuH7 cells.
(A) LRP6 mRNA expression in HuH7 after the silencing of LRP6. Reactions were run in triplicate
for each cDNA. POLR2A was used as the reference housekeeping gene. The relative quantification
of gene expression was performed using the ∆∆CT method and non-transfected cells were used
for calibration. (B) LDL-Bodipy uptake in HuH7 after silencing of LRP6. Median fluorescence
intensity of 50,000 events was acquired for each sample, but only the median fluorescence intensity of
living cells is presented. Data represent three independent assays performed in triplicate. (C) Expres-
sion of WT or mutated LRP6 at the cell surface of transfected HEK293T. The median fluorescence
intensity of 100,000 events was acquired for each sample, but only the median fluorescence intensity
of living cells is presented. Data represent four independently performed assays. (D,E) LRP6 expres-
sion in HEK293T cells after transfection with LRP6-WT or mutated plasmid (p.(Thr1479Ile) and
p.(Tyr972Cys) variants). Proteins were extracted from transfected cells, separated by electrophoresis
and then transferred onto PVDF membrane. The membrane was incubated with primary antibody
(anti-LRP6), followed by incubation with secondary antibody before detection using the iBrightTM

FL1500 imaging system. Protein was quantified by ImageJ software. Equal loading was confirmed
using the ß-actin antibody. Data represent three independent assays. (F) LDL uptake in HEK293T
after transfection with an empty vector, LRP6-WT or mutated plasmid. The median fluorescence
intensity of 100,000 events was acquired for each sample, but only the median fluorescence intensity
of living cells is presented. The fluorescence of each sample was normalized using the empty vector
(PcM) as a reference. Data represent three independent assays, each performed in triplicate. In all
experiments, the difference between conditions was determined by Bonferroni’s Multiple Compari-
son Test in one-way ANOVA and * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 were considered as statistically
significant. Results are shown as mean ± SD. Error bars represent ± SD.
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2.6. Heterozygotes Carriers of p.(Val1382Phe) Did Not Present Altered LDL Uptake or LRP6 Gene
Expression

The number of LDL receptors at the cell surface, LDL binding and LDL uptake are
similar for EBV-transformed B-lymphocytes from two heterozygotes carriers of LRP6-
p.(Val1382Phe), compared to cells from normocholesterolemic subjects. However, these
parameters are significantly reduced in B-lymphocytes from FH (familial hypercholes-
terolemia) patients’ heterozygous for pathogenic variants in the LDLR gene (Figure 5A–C).
This indicates that the LRP6-p.(Val1382Phe) variant alone does not affect the LDL cellular
uptake. We hypothesize that the CYP7A1-p.(Pro398Ala) also carried by patient II.4 is not
involved, since the CYP7A1 gene is not expressed in the EBV-transformed B-lymphocytes.
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Figure 5. LDL receptor expression, LDL binding and uptake, and LRP6 gene expression in pa-
tients EBV-transformed B-lymphocytes. (A) LDL receptor, (B) LDL-Bodipy binding and (C) LDL-
Bodipy uptake quantification in EBV-transformed B-lymphocytes from normocholesterolemic subjects
(N), LDLR mutation carriers (FH), hypercholesterolemic patients without an identified mutation
(FH/M-), and two LRP6-p.(Val1382Phe) carriers from the HC438 family: II-4 and III-6 (see Figure 1).
The median fluorescence of living cells is presented. Data represent five independently performed
assays. (D) LRP6 gene expression. Relative Quantification (RQ) of LRP6 in EBV-transformed B-
lymphocytes. Reactions were run in triplicate for each cDNA. HPRT and POL2RA were used as
reference genes. The relative quantification was performed using the ∆CT method. (A–D). Bonfer-
roni’s Multiple Comparison Test in one-way ANOVA: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Interestingly, LRP6 gene expression is significantly higher in EBV-transformed B-
lymphocytes from FH patients compared to cells from normocholesterolemic subjects
(Figure 5D). Cells from affected patient II.4 present LRP6 expression similar to that of cells
from FH patients, whereas cells from unaffected carrier III-6 presented LRP6 expression
similar to that of cells from normocholesterolemic subjects (Figure 5D). This indicates that
the higher LRP6 gene expression is associated with the affected phenotype (FH and II.4
patients), but not with the LRP6-p.(Val1382Phe) variant carried by both family members
II.4 and III.6.

2.7. Carriers of an LRP6 or LDLRAP1 Variant Present Lower LDL-C Levels than Non-Carriers
Despite a Similar Polygenic Risk Score

In order to assess the contribution of polygenic hypercholesterolemia, we used a wPRS
that includes risk alleles from the six frequent LDL-C-associated genes CELSR2, APOB,
ABCG5/8, LDLR and APOE [26].

As expected, the mean LDL-C levels is significantly higher in the 152 ADH probands
compared to the 13 non-ADH subjects (6.1 ± 1.5 vs. 3.4 ± 0.5 mmol/L, p < 0.0001)
(Table 4). The mean LDL-C levels in the 4 carriers of a CYP7A1 variants (5.5 ± 0.8
vs. 3.4 ± 0.5 mmol/L, p = 0.0053) and the 6 carriers of LRP6 variants (4.6 ± 1.3 vs.
3.4 ± 0.5 mmol/L, p = 0.0242) are significantly higher compared to those of the 13 non-
ADH subjects (Table 4). The mean LDL-C levels in the 152 ADH probands were also
significantly higher than those of the 6 carriers of LRP6 variants (4.6 ± 1.3 vs. 6.1 ± 1.5
mmol/L, p = 0.0088) (Table 4). These LDL-C differences were not attributable to a polygenic
contribution, because the wPRS are statistically similar among the ADH probands and the
carriers of variants in the three genes (Table 4). While our results are statistically significant,
our variant group was limited to two or six subjects. Larger follow-up studies would
confirm our results and add more statistical significance.

Table 4. LDL-C levels and weighted Polygenic Risk Score (wPRS) comparison among the carriers of
CYP7A1, LRP6 and/or LDLRAP1 variants.

Non-ADH
Subjects *

ADH
Probands **

CYP7A1
Variant

Carriers ***

LRP6 Variant
Carriers #

LDLRAP1
Variant

Carriers ##

CYP7A1 and
LRP6 Variants

Carriers ###

CYP7A1, LRP6
and LDLRAP1

Variants Carriers †

N 13 152 4 6 3 2 2
Sex (% of
women) 53.8 60.4 25 33.3 66.7 100 50

Age (years) 50 ± 15 48 ± 18 66 ± 6 39 ± 9 54 ± 28 81–71 6366
p-value vs. non-ADH subjects 0.4897 0.0266 0.0520 0.3185

p-value vs. ADH probands 0.0094 0.0453 0.4945
LDL-C

(mmol/L) 3.4 ± 0.5 6.1 ± 1.5 5.5 ± 0.8 4.6 ± 1.3 4.7 ± 1.3 5.5–5.5 7.9–10.7

p-value vs. non-ADH subjects <0.0001 0.0053 0.0242 0.0693
p-value vs. ADH probands 0.2364 0.0088 0.0542

wPRS 0.665 ± 0.165 0.700 ± 0.187 0.574 ± 0.326 0.655 ± 0.243 0.792 ± 0.193 0.731–0.831 0.831–0.902
p-value vs. non-ADH subjects 0.2024 0.3428 0.500 0.2091

p-value vs. ADH probands 0.2091 0.2548 0.2676

* Normocholesterolemic and non-carriers of a rare variant in an ADH-causing genes. ** Non-carriers of a rare vari-
ant in LDLR, APOB, APOE, PCSK9, CYP7A1, LRP6, and LDLRAP1 genes. *** One p.(Ala13Val), one p.(Asp347Asn),
and two p.(Pro398Ala) (Figure 1, Table 2). # Two p.(Tyr972Cys), two p.(Val1382Phe), one p.(Thr1479Ile), and one
p.(Ser1612Phe) (Figure 1, Table 2). ## One p.(Ser202LeufsTer19) and two p.(Ser202His) (Figure 1, Table 2). ### Two
p.(Pro398Ala) in CYP7A1 and p.(Val1382Phe) in LRP6 (Figure 1). † Two p.(Pro398Ala) in CYP7A1, p.(Val1382Phe)
in LRP6, and p.(Ser202His) in LDLRAP1 (Figure 1).

In the HC438 family, all the affected members present a wPRS in the top four deciles
(VII, VIII, IX and X) of the WHII reference cohort, as well as six unaffected members
(Figure 1). The wPRS does not influence the LDL-C levels in this family.
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3. Discussion

We report here the first joint analysis of WES and WGS to identify ADH-causing genes
in a French family. WES was performed for the three family members (I-2, II-1 and II-4) and
WGS was performed for II-4 and the two additional family members II-6 and III-3. This
permitted the analysis of five affected and unaffected members over three generations. WGS
was used to complete WES with better genome coverage. The joint analysis permitted the
filtering of variants according to segregation over the three generations with the retention
of information and better accuracy compared to the separate analysis of the two sequencing
results.

This approach allows us to identify ADH proband II-7, which has no detectable
causal mutation in the four major ADH genes. Proband II-7 carries the three rare variants
p.(Pro398Ala) in CYP7A1, p.(Val1382Phe) in LRP6 and p.(Ser202His) in LDLRAP1 in a
polygenic background. The genotyping of the three variants with the wPRS calculation in
the whole proband family allowed the identification of two affected members (I-2 and II-4)
with the CYP7A1/LRP6/polygenic combination. None of the family members presenting
a high wPRS and/or carrying only one of the variants in LRP6, CYP7A1 or LDLRAP1
was affected. To identify ADH carriers with oligogenic combinations, we also sequenced
the 3 minor genes (LRP6, CYP7A1 and LDLRAP1) in 160 unrelated ADH probands with
no causal variants in the 4 major genes. We identified six additional rare variants. The
two variants p.(Ala13Val) and p.(Asp347Asn) were found in CYP7A1, the three variants
p.(Tyr972Cys), p.(Thr1479Ile) and p.(Ser1612Phe) were found in LRP6 and the single variant
p.(Ser202LeufsTer19) was found in LDLRAP1. No oligogenic combination of these variants
was identified in the same proband. We then evaluated the effect of the p.(Pro398Ala)
in CYP7A1 on bile acid synthesis and observed no major effect, which would indicate a
CYP7A1 deficiency. Similarly, the functional analysis of the four LRP6 variants showed no
major effect on LDL uptake. We concluded that each variant alone is insufficient to reveal
the disease. Rather, a combination of variants is necessary.

The family proband II-7 had severe hypercholesterolemia, suggesting a homozygous
form of ADH, and thus inherited defects from both parents. Whole genome and exome
sequencing complemented by positional cloning analysis revealed the three rare variants
CD59 3′UTR, LDLRAP1 p.(Ser202His) and GOLGA4 p.(Arg1494Ile) transmitted from the
father and the four variants CYP7A1 p.(Pro398Ala), LRP6 p.(Val1382Phe), SLC2A3 3′UTR
and TSC2 intronic variant from the mother. We selected the variants in the three ADH
minor genes CYP7A1, LRP6 and LDLRAP1 for further analysis in the whole family, but
could not establish a good segregation with ADH for any of these genes. Indeed, each
of the three variants is also carried by the unaffected family members II-8 and III-2 for
p.(Pro398Ala) in CYP7A1, III-3 and III-6 for p.(Val1382Phe) in LRP6 and I-1, II-8 and III-2
for p.(Ser202His) in LDLRAP1. Only the CYP7A1 and LRP6 variants are carried by the four
affected family members, whereas the variants in LDLRAP1 are present only in the two
more severely affected children (II-1 and II-7). We concluded that the combined effects
of p.(Pro398Ala) in CYP7A1 and p.(Val1382Phe) in LRP6 are needed to reveal the ADH
phenotype. Furthermore, ADH becomes more severe with the addition of p.(Ser202His) in
LDLRAP1.

While carrying the same genotype and being the more severely affected subjects,
II-1 and II-7 have different LDL-C levels without treatment (7.95 vs. 10.73 mmol/L). The
phenotypic variability in ADH is frequently reported as the consequence of metabolic, envi-
ronmental and/or genetic factors [3]. The evaluation of the eating behavior and lifestyle of
these two patients, as well as a search for modifying genetic factors, will help to understand
this difference. However, the higher wPRS for subject II-7 (0.902 in decile X) compared
to II-1 (0.831 in decile IX) may partially explain this phenotypic difference. The CYP7A1
gene encodes cholesterol 7 alpha-hydroxylase, which is a 504 amino acid microsomal cy-
tochrome P450 that catalyzes the rate-limiting reaction in the cholesterol catabolic pathway
in the liver. This is the first step in the conversion of cholesterol to bile acids [34,35], and
a deficiency of CYP7A1 would decrease bile acid production and the accumulation of
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cholesterol in the liver. This would lead to the retention of the Sterol Regulatory Element
Binding Protein (SREBP) in the endoplasmic reticulum, the downregulation of LDL re-
ceptors, and consequent hypercholesterolemia. Several polymorphisms in CYP7A1 were
identified and associated with LDL-C levels [36,37]. Markers for cholesterol absorption,
synthesis and degradation to bile acids as well as bile acids were measured in the serum
of six members of the family. The results show that a marker of cholesterol absorption
(cholestanol) and a marker of cholesterol degradation to bile acids (7α-hydroxy-cholesterol)
are significantly lower in carriers of the p.(Pro398Ala) in CYP7A1 compared to non-carriers
(p = 0.015, p = 0.032, respectively), whereas bile acids are not affected. Thus, we concluded
that p.(Pro398Ala) in CYP7A1 can participate in the elevation of the LDL-C level; however,
this variant cannot solely explain the ADH phenotype in the family.

The human LRP6 gene produces a 1613 amino acid protein that is a member of the
LDL receptor family, which consists of transmembrane cell surface proteins involved in
the receptor-mediated endocytosis of specific ligands [6,38]. The LRP6 receptor has a
unique structure and is crucial for lipoprotein endocytosis. It also functions as an essen-
tial co-receptor for the Wnt/ß-catenin signaling pathway [19,20]. LRP6 has pleiotropic
effects with an important role in cell differentiation, proliferation and migration during
embryonic development. Pathogenic variants in LRP6 are also associated with diverse
human diseases [39]. The role of LRP6 in LDL metabolism was mainly studied by Mani
et al., who identified the p.(Arg611Cys) missense variant in a family of Asian origin [40]. In
addition to LRP6-(Arg611Cys), common variations within LRP6 are associated with modest
elevations in serum LDL in the general population. The common variant rs10845493 in
LRP6 is associated with elevated LDL levels [21] and rs2302685 (p.(Val1062Ile)) is associated
with hypercholesterolemia [23]. The functional analysis of the four LRP6 variants identified
in this study showed contradictory results.

We observed that the overexpression of LRP6 in HEK293T cells had no significant
effect on LDL uptake. This result differs from that of a previous study showing that
overexpression of LRP6 in CHO-K1 cells resulted in increased LDL internalization [38].
The discrepancy may be explained by the different cell types, HEK293T versus CHO-K1.
Alternatively, our results show that the knockdown of LRP6 in HuH7 cells reduce LDL
uptake. This suggests that physiological levels of LRP6 are sufficient for LDL uptake in
HEK293T cells and, consequently, the overexpression of LRP6 does not affect LDL uptake.

The two LRP6 variants p.(Tyr972Cys) and p.(Thr1479Ile) significantly decrease the
membrane expression of LRP6 compared to WT. This is similar to the p.(Arg611Cys) variant
in human lymphoblastoid cells [41] and CHO-K1 cells [38]. However, the decreases in
the membrane expression of LRP6 does not affect the expression of the LDL receptor.
This result is similar to that reported for the p.(Arg611Cys) variant in NIH3T3 and in
human lymphoblastoid cells [41]. We tested the effects of the p.(Arg611Cys) variant in
HEK293T cells and showed a slight but not significant decrease in membrane expression of
LRP6, with no effect on the expression of the LDL receptor (data not shown). Moreover,
p.(Tyr972Cys), which reduced the membrane expression of LRP6, significantly increased
LDL uptake compared to LRP6-WT in HEK293T cells. These results were supported by
the PyMOL modeling of LRP6 p.(Tyr972Cys) that predicted conformational changes or
altered interactions of LRP6 due to the loss of polar interaction with the neighboring Glu993
residue. The effect of p.(Tyr972Cys) on LDL uptake may be due to LRP6 competition with
the LDL receptor in LDL uptake. The absence of LRP6 at the cell surface may increase
LDL uptake by the LDL receptor. Nevertheless, this effect may not be major or sufficient to
significantly reduce LDL levels in vivo.

The p.(Val1382Phe) variant is located in the transmembrane domain of LRP6 receptor
and is probably unable to internalize after binding to LDL particles. However, the variant
probably does not alter LDL binding or affect the membrane expression of LRP6. We
conclude that this effect may not be major or sufficient to significantly increase LDL levels
in vivo.
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Note that these newly identified variants in LRP6 are not located in the same domain
of the receptor and none is in the 2nd EGF domain, which is specifically needed to induce
the release of bound LDL at a low pH in the endosome [41] or the 2nd ß-propeller domain
where the previously described variants are associated with metabolic syndrome and CVD.

The variant p. (Ser202His) in LDLRAP1 was heterozygous in all carriers, and other
heterozygous variants are known to increase LDL-C levels [15]. However, none of the family
members carrying p. (Ser202His) alone presented elevated LDL-C levels, whereas the two
unrelated probands with p.(Ser202His) and p.(Ser202LeufsTer19) presented elevated LDL-C
levels.

Altogether, our results indicate that in the HC438 family, the combined effects of
CYP7A1-p.(Pro398Ala) and LRP6-p.(Val1382Phe) are needed to reveal the ADH phenotype,
which becomes more severe with the addition of the p.(Ser202His) in LDLRAP1. To our
knowledge, no direct interactions between CYP7A1-related metabolism and the LRP6 or
LDLRP1 pathways have been described. Functional studies showed that when the LDL
particle binds to its receptor, LRP6 forms a complex with the LDL receptor, LDLRAP1
and clathrin to initiate endocytosis of the LDL receptor/LDL complex [19,38]. Thus, LRP6
and LDLRAP1 are essential for an efficient LDL endocytosis of the LDL. Furthermore,
LDLRAP1-p.(Ser202His) probably worsens the effect of LRP6-p.(Val1382Phe), which leads
to the more severe phenotype observed with the two affected family members II-1 and II-7
carrying the two variants.

It would be interesting to functionally analyze both LRP6 and LDLRAP1. However,
we have chosen to study the effect of each gene variant and performed the functional
analyses of the four variants in LRP6 alone. A future study will have to examine the
functional analysis for both LRP6-p.(Val1382Phe) and LDLRAP1-p.(Ser202His). It will also
be interesting to evaluate the effect of variants in the CYP7A1, LRP6 or LDLRAP1 genes on
LDL-C levels and phenotypic variability among ADH patients with a pathogenic variant in
a major ADH gene.

In summary, in the HC438 family, we identified three variants in three different ADH
minor genes: p.(Pro398Ala) in CYP7A1, p.(Val1382Phe) in LRP6 and p.(Ser202His) in
LDRAP1. We excluded a major effect of each variant alone as well as the involvement of the
wPRS. Thus, an oligogenic form of hypercholesterolemia is probably present in this family
and high levels of LDL-C could be caused by the cumulative effect of LRP6 and CYP7A1
variants, which is aggravated by the LDLRAP1 variant.

4. Materials and Methods
4.1. Probands and Family Recruitment

Probands and family members were all of non-Finnish European origin and recruited
through the French Research Network on hypercholesterolemia that includes 14 different
lipid clinics in France. Affected probands and family members meet the following inclu-
sion criteria: total and LDL-C above the 90th percentile when compared with a sex- and
age-matched French population (STANISLAS cohort [42]), normal levels of triglycerides
and HDL-C and autosomal dominant transmission of hypercholesterolemia in the family.
Exclusion criteria included any diseases leading to secondary hypercholesterolemia. Lipid
levels before the initiation of the treatment were used when available. For all subjects, the
four ADH-causing genes were studied as previously reported [30]. This allowed us to
identify probands in whom mutations in LDLR, APOB, PCSK9, and APOE were excluded.
Thus the study population consisted of 160 non-LDLR/non-APOB/non-PCSK9/non-APOE
probands and 1 family (HC438).

DNA analyses in human subjects were performed after informed consent was obtained
from all subjects in agreement with French bioethics laws. The research project received
IRB approval (research project trial #05-07-06 approved by French Consultative Committee
for the Protection of Person in Biomedical Research, Paris, Necker).
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4.2. Whole Genome and Exome Sequencing and Data Analysis

Whole exome sequencing (WES) was performed at the Broad Institute of Harvard
and MIT (Cambridge, MA, USA) for the three affected members I-2, II-1 and II-4 from the
HC438 family (Figure 1), as previously described [43]. Whole genome sequencing (WGS)
was performed at the Centre National de Recherche en Génomique Humaine (CNRGH,
CEA, Evry, France) for the three family members (II-4, II-7 and III-4) using an Illumina
HiSeq2500 platform. DNA was prepared using Illumina TruSeq DNA PCR-Free library
preparation kits, according to the manufacturer’s instructions. An average sequencing
depth of 30x was obtained for each sample.

The VCF files from WES and WGS were analyzed conjointly using a dedicated in-
house python pipeline. Variants were filtered according to (1) their quality (variant quality
(Phred Qscore) > 20); (2) the genotype quality (>20) and depth (>5X); (3) the predicted
consequence in terms of coding substitution and insertion/deletion (frameshift or in-frame),
splice-site extending to 10 bases, UTR regions, and 1Kb upstream and downstream; (4)
their frequency (minor allele frequency <0.003) based on the information available in the
public databases (genome aggregation database (gnomAD) and 1000 genomes project
version of August 2015); (5) their segregation with the disease in the 5 family members
analyzed; and (6) their localization in a gene involved in at least 1 of the 7 pathways in
which ADH genes are involved (Reactome (https://reactome.org (accessed on 6 Novem-
ber 2020)), which are cholesterol biosynthesis (R-HSA-191273), regulation of cholesterol
biosynthesis by SREBP (R-HSA-1655829), clathrin-mediated endocytosis (R-HSA-8856828),
vesicle-mediated transport (R-HSA-5653656), transport of small molecules (R-HSA-382551),
digestion and absorption (R-HSA-8963743), bile acid and bile salt metabolism (R-HSA-
194068)).

Finally, variants in candidate genes were sequenced in the whole family to test their
segregation with the disease under the hypothesis of an autosomal dominant inheritance.

4.3. Positional Cloning

In parallel with WES and WGS, a positional cloning approach using a genome-wide
scan in 14 family members was performed with 1035 polymorphic microsatellite mark-
ers from deCODE Genetics, Iceland. Parametric linkage analyses were performed with
accepted parameters for ADH, which were dominant transmission of the trait, penetrance
of 0.6 for heterozygotes and a frequency of the disease allele of 0.01%. The power of
the family for linkage was evaluated using the FastSlink v2.51 software [44]. We used
Pedcheck [45] to detect Mendelian inheritance errors. SuperLink v1.5v [46] and SimWalk
v2.91 [47] softwares were used to compute two-point and multipoint LOD scores.

All these softwares were run using the easyLinkage Plus v5.00 package [48].

4.4. Sequencing and In Silico Analysis of the Variants

The coding exons of LRP6, CYP7A1, and LDLRAP1 and their flanking exon–intron
boundaries (100 pb surrounding each exon boundary) were sequenced by Sanger or by next-
generation sequencing [49]. The coverage was >99% for the coding bases of the LRP6 and
CYP7A1 genes and 90% for LDLRAP1, in the 160 unrelated ADH probands. The reference
sequences were NM_002336.3 for LRP6, NM_000780.4 for CYP7A1 and NM_015627.3 for
LDLRAP1 (GRCh37/hg19 in UCSC Genome Browser).

Novel variants were mapped to known functional domains obtained using the UniPro-
tKB database (UniProt Knowledgebase; www.uniprot.org (accessed on 6 November 2020)).
The presence and frequency of these variants in a control group representative of the
French population was verified using the French Exome Project database (FREX; www.
france-genomique.org/bases-de-donnees/frex-the-french-exome-project-database/ (ac-
cessed on 12 November 2021)). Their frequency in the general population was taken
from the Genome Aggregation database (gnomAD; http://gnomad.broadinstitute.org/
(accessed on 6 November 2020)). Their pathogenicity was evaluated using the Varsome
tool (The Human Genomic Variant Search Engine; https://varsome.com (accessed on 12

https://reactome.org
www.uniprot.org
www.france-genomique.org/bases-de-donnees/frex-the-french-exome-project-database/
www.france-genomique.org/bases-de-donnees/frex-the-french-exome-project-database/
http://gnomad.broadinstitute.org/
https://varsome.com
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November 2021)) [50], according to ACMG guidelines [33] and CADD score (Combined
Annotation Dependent Depletion; https://cadd.gs.washington.edu/snv (accessed on 6
November 2020)). In addition, the in silico prediction tools PolyPhen-2 (Polymorphism
Phenotyping version 2; https://genetics.bwh.harvard.edu/pph (accessed on 6 Novem-
ber 2020)), Provean (Protein Variation Effect Analyzer; https://provean.jcvi.org (accessed
on 6 November 2020)), ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/ (accessed on 6
November 2020)), and SpliceAI (https://spliceailookup.broadinstitute.org (accessed on 6
November 2020)) were used.

4.5. Construction of LRP6 Structural Models

Structural models of the wild-type and mutant human LRP6-E3E4 (PDB ID 3S8Z) were
generated using the PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, LLC
(http://www.pymol.org (accessed on 6 November 2020)).

4.6. Weighted Polygenic Risk Score (wPRS) Calculation

For each individual, the wPRS was calculated using the weighted sum of the beta
coefficient reported by the GLGC of the risk allele for the four selected SNPs plus the two
APOE SNPs, as previously described [26,51]. wPRS were then compared to those of 3020
normocholesterolemic men and women of European ancestry from the U.K. Whitehall
II (WHII) cohort study (SE Humphries and M Futema, personal communication). The
probability of monogenic FH gradually increased for deciles under V, whereas scores in the
top four deciles were associated with a high probability of polygenic hypercholesterolemia.

4.7. Sterol and Bile Acids Measurements

Markers of cholesterol absorption (campesterol, sitosterol, and cholestanol), cholesterol
synthesis (lathosterol, lanosterol, and desmosterol), and cholesterol degradation to bile acids
(7α-hydroxy-cholesterol, 27-hydroxy-cholesterol) as well as bile acids were measured in
the patient’s serum with gas chromatography-mass spectrometry-selected ion monitoring,
as previously described [52,53]. The values of non-cholesterol sterols and oxysterols were
corrected for the cholesterol concentration (R_sterols).

4.8. Site-Directed Mutagenesis

The coding sequence of LRP6 (LRP6-WT) (NM_002336) is cloned into the 4.7 kb vector
PCMV6XL4 (PcM), which encodes ampicillin resistance and is suitable for mammalian cell
over-expression assays. The PcM and LRP6-WT plasmids were purchased from OriGene®

Technologies. Mutated plasmids were generated separately by site-directed mutagenesis
using a Agilent® Technologies QuickChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit, according
to manufacturer’s instruction. Briefly, the mutant strand was synthesized by a thermal
cycling reaction using a high-fidelity DNA polymerase and complementary mutagenic
primers. This reaction was followed by a DpnI digestion of the parental methylated and
hemimethylated DNA. The DNA vector containing the desired variant was then amplified
into XL10-Gold® Ultracompetent Cells by ThermoFisher® Scientific and extracted using
the NucleoBond® Xtra Midi Plus kit by Machery-Nagel. The constructs were verified by
Sanger sequencing with primers spanning the coding sequence of LRP6.

4.9. Cell Culture and Transfection

HuH7 cells were provided by Gael NICOLAS (INSERM U1149, CNRS ERL 8252,
Centre de Recherche sur l’inflammation, Paris, France) and Hek293T cells were provided
by ThermoFisher Scientific. HuH7 cells and HEK293T cells were authenticated by Eurofins
Scientific. Cells were cultured in 1X Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) sup-
plemented with 10% FBS and 1% antibiotic-antimycotic (from Gibco® by ThermoFisher®

Scientific, Waltham, MA, USA), at 37 ◦C under 5% CO2 in a humid atmosphere. Routine
passage was every three days. For all experiments, HuH7 and HEK293T were used at
passages 2 to 10. About 800,000 HEK293T cells were seeded in 6-well plates and maintained
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in complete DMEM medium (1X DMEM supplemented with 10% FBS) for 24 h before trans-
fection. Cells were then co-transfected with the empty vector (PcM), LRP6-WT or mutated
plasmids, and a plasmid containing cyan fluorescent protein (CFP or pSF-CMV-FrCFP
from Oxford Genetics®, Oxford, U.K.) to assess the transfection rate by flow cytometry
analysis. Cell transfections with a total of 3 µg of DNA per well were performed with
Lipofectamine® LTX and PlusTM Reagent from Invitrogen® by ThermoFisher® Scientific
in 1X DMEM medium supplemented with 10% FBS. At 24 h post-transfection, cells were
starved for 24 h in serum-free media.

LRP6 silencing was achieved using a Silencer® Select siRNA targeting human LRP6
(siLRP6) from Ambion. A siNeg from Eurogentec® was used as a negative control. The
siLRP6 sequence and siNeg sequence were not homologous to any other human gene
sequence according to BLAST analysis. HuH7 cells were transfected with siLRP6 or
siNeg using the reverse transfection method. Briefly, the siRNA molecule was diluted
in 1X OptiMem Medium from Gibco® by ThermoFisher® Scientific in each well of a
Biocoat Collagen I Cellware 6-well plate and combined with diluted Lipofectamine from
Invitrogen® by ThermoFisher® Scientific to form complexes. About 400,000 HuH7 cells
were suspended in 1X DMEM medium then added directly to the lipofectamine–siRNA
complexes. Transfected HuH7 cells were maintained in the transfection medium until
analysis.

Human EBV-transformed B-lymphocytes were cultured in suspension in RPMI-1640-
glutamax medium supplemented with 10% FBS and 1% antibiotic-antimycotic from Gibco®

by ThermoFisher® Scientific, at 37 ◦C under 5% CO2 in a humid atmosphere. The medium
was partially renewed every three-to-seven days. About 2 × 106 cells were seeded in
24-well plates and starved for 24 h in serum-free media before flow cytometry analysis or
LDL-Bodipy treatment. About 5 × 106 cells were seeded in 24-well plates. Each cell line
was seeded in triplicate and starved for 24 h in serum-free media before RNA extraction.

4.10. LRP6 and LDL Receptor Cell Surface Expression

A human LRP6 APC-conjugated antibody was purchased from the R&D System and
its specificity was confirmed in vitro by ELISA. The isotype control of LRP6, the PE mouse
anti-human LDLR and its isotype control were purchased from BD Biosciences®.

The cell surface expression of LRP6 and the LDL receptor in non-permeabilized and
transfected HEK293T cells were analyzed by flow cytometry using antibodies that recognize
the extracellular region of human LRP6 and human LDLR. The cell surface expression of the
LDL receptor in human EBV-transformed B-lymphocytes was analyzed by flow cytometry
using an antibody that recognized the extracellular region of human LDL receptor.

At 48 h post-transfection with LRP6-WT or mutated plasmid, HEK293T cells were
washed with 1X PBS, incubated with both LRP6 and LDL receptor antibodies for 30 min at
4 ◦C, then analyzed by flow cytometry using an LSRII from BD Bioscience®.

At 24 h after incubation in serum-free DMEM medium, human EBV-transformed
B-lymphocytes were washed, incubated with an LDL receptor antibody for 30 min at 4 ◦C
and analyzed on a BD AccuriTM C6 flow cytometer.

Cell viability was assessed by LiveDead® staining from Invitrogen® by ThermoFisher®

Scientific. The median fluorescence intensity of 100,000 events was acquired for each
sample, but only the median fluorescence intensity of living cells was analyzed. The assay
was performed independently five times.

4.11. LDL Uptake

Low-Density Lipoprotein from Human Plasma, Bodipy ® FL complex (LDL-Bodipy)
was purchased from ThermoFisher® Scientific.

The uptake of LDL in non-permeabilized and transfected HEK293T and HuH7 cells
was analyzed by flow cytometry (LSRII from BD Bioscience®, Franklin Lakes, NJ, USA)
using LDL-Bodipy. At 48 h post-transfection with LRP6-WT or mutated plasmid and
72 h post-transfection with siRNA, HEK293T and HuH7 cells were incubated in serum-
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free DMEM medium with 10 µg/mL LDL-Bodipy for 4 h at 37 ◦C. After four hours of
incubation, the medium was removed, and the cells were washed twice with ice-cold 1X
PBS. Labeled HEK293T and HuH7 cells were analyzed by flow cytometry. Cell viability
was assessed by LiveDead® in flow cytometry analysis. The median fluorescence intensity
of 50,000 (siRNA transfection in HuH7) and 100,000 (plasmid transfection in HEK293T)
events was acquired for each sample, but only the median fluorescence intensity of living
cells was analyzed. Each assay was performed in triplicate and the triplicate assays were
replicated independently three times.

The LDL binding and uptake of human EBV-transformed B-lymphocytes were an-
alyzed by FACS using LDL-Bodipy. After incubation of the human EBV-transformed
B-lymphocytes in a serum-free DMEM medium for 24 h, 10 µg/mL LDL-Bodipy was
added and incubation was prolonged by 4 h at 4 ◦C for the binding experiment or at 37 ◦C
for the uptake experiment. The cells were washed and analyzed on a BD Accuri™ C6
flow cytometer. Cell viability was assessed by LiveDead® staining from Invitrogen® by
ThermoFisher® Scientific. Median fluorescence intensity of 100,000 events was acquired for
each sample, but only the median fluorescence intensity of living cells was analyzed. The
assay was performed independently five times.

4.12. Protein Extraction and Western Blot Assays

Transfected HEK293T cells were lysed in Pierce® RIPA buffer from ThermoFisher®

Scientific supplemented with a HaltTM Protease and Phosphatase Single-Use Inhibitor
cocktail (100×) from ThermoFisher® Scientific. Proteins were extracted by centrifugation
for 15 min at 14,000× g at 4 ◦C. The total protein concentration was quantified on Tecan®

infinite 200 Pro using a PierceTM BCA Protein Assay kit from ThermoFisher® Scientific.
Western blot assays were performed following the standard protocol. Equal quantities

of protein extracts (2.5 µg) were loaded onto 4–20% Mini-Protean® TGXTM precast protein
gels from BioRad®, separated by electrophoresis then transferred to Amersham hybondTM—
P PVDF membrane from GE Healthcare®. The membrane was blocked with 10% non-fat dry
milk in TBST 0.1% for one hour at room temperature then incubated overnight at 4 ◦C with
a recombinant anti-LRP6 antibody (ab134146) from Abcam®. The membrane was washed
three times with 0.1% TBST, followed by the addition of peroxidase-conjugated affiniPure
Goat anti-Rabbit IgG secondary antibody from Jackson ImmunoResearch for one hour at
room temperature. The membrane was then washed three times with 0.1% TBST, treated
with the ECL detection kit (ClarityTM Western ECL Substrate, from BioRAD®, Hercules, CA,
USA) and detected using the iBrightTM FL1500 imaging system from ThermoFisher® Scien-
tific. Protein was quantified by ImageJ software (National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA). An internal reference, ß-actin, was detected using a monoclonal anti-ß-actin-
peroxidase antibody (AB3854) from Sigma-Aldrich. The results presented are representative
of three independent experiments.

4.13. Total RNA Extraction, RT and Real-Time PCR Quantification

Total RNA was extracted from transfected HuH7 cells and human EBV-transformed
B-lymphocytes using the RNeasy Mini Kit from Qiagen® according to manufacturer’s
instructions. RNA was eluted into RNase-free water, measured by Nanodrop spectropho-
tometer by Thermo Scientific® to determine the concentration and quality, then stored
at −80 ◦C until use. cDNA was produced using random primers and SuperScriptTM II
Reverse Transcriptase from Invitrogen® by ThermoFisher® Scientific.

Messenger RNA expression levels of the LRP6, LDLR, HMGCR, SREBP2, and PCSK9
genes were assessed using specific primers in HuH7 cells transfected with siRNA. mRNA
expression levels of the LRP6 gene were assessed in human EBV-transformed B-lymphocytes.
Primers of target genes were mixed with Absolute Blue qPCR Mix, SYBR Green, ROX from
ThermoFisher® Scientific, and the cDNA solution was diluted to 2 ng/µL. Reactions were
run in triplicate for each cDNA on an Applied® Biosystems StepOnePlusTM Real-Time
PCR System. The data were analyzed using the StepOne software v2.3 and Microsoft
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Excel. Threshold cycle (CT) values were used to calculate the relative quantification (RQ) of
gene expression using the comparative CT (∆∆CT) method. Data were normalized using
POLR2A as a reference gene. The observed differences were considered significant when
the RQ is below 0.5 or above 2 [54]. The experiments were performed in triplicate.

4.14. Statistical Analysis

All variables are expressed as the mean ± standard deviation and represent the
results of four independent experiments. Bonferroni’s Multiple Comparison Test in one-
way ANOVA was used to assess the differences between the two groups. To ensure that
variances were not significantly different between the groups, the Bartlett’s test was used.
A probability value of p < 0.05 was considered significantly different. GraphPad Prism®

software was used for the statistical analysis and to generate the graphs.
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Abstract: Familial hypobetalipoproteinemia (FHBL) is a codominant genetic disorder characterized
by reduced plasma levels of low-density lipoprotein cholesterol and apolipoprotein B. To our knowl-
edge, no study on FHBL in Lebanon and the Middle East region has been reported. Therefore, we
conducted genetic studies in unrelated families and probands of Lebanese origin presenting with
FHBL, in order to identify the causes of this disease. We found that 71% of the recruited probands
and their affected relatives were heterozygous for the p.(Arg490Trp) variant in the APOB gene.
Haplotype analysis showed that these patients presented the same mutant haplotype. Moreover,
there was a decrease in plasma levels of PCSK9 in affected individuals compared to the non-affected
and a significant positive correlation between circulating PCSK9 and ApoB levels in all studied
probands and their family members. Some of the p.(Arg490Trp) carriers suffered from diabetes,
hepatic steatosis or neurological problems. In conclusion, the p.(Arg490Trp) pathogenic variant
seems a cause of FHBL in patients from Lebanese origin, accounting for approximately 70% of the
probands with FHBL presumably as a result of a founder mutation in Lebanon. This study is crucial
to guide the early diagnosis, management and prevention of the associated complications of this
disease.

Keywords: familial hypobetalipoproteinemia; low-density lipoprotein cholesterol; APOB gene;
PCSK9; non-alcoholic fatty liver; diabetes; Lebanon; Middle East

1. Introduction

Familial hypobetalipoproteinemia (FHBL1, OMIM #615558) is the most common
monogenic form of primary hypobetalipoproteinemia [1,2]. It is a codominant genetic
disorder affecting lipoprotein metabolism, characterized by reduced plasma levels of total
cholesterol (TC), low density lipoprotein-cholesterol (LDL-C) and apolipoprotein B (ApoB)
below the fifth percentile of the distribution in the general population adjusted for sex, age
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and race [3–5]. The severity of the reduction depends on the gene involved, the mutation
and the mode of inheritance of this disease [4]. The frequency of heterozygous FHBL in
the general population is estimated to be 1:1000–1:3000 [4,6]. FHBL is caused mainly by
mutations in the APOB gene which encodes the apolipoprotein B [2,7]. Less frequently, it
is due to loss-of-function mutations in the PCSK9 gene [2,6], a protagonist in cholesterol
metabolism discovered in 2003 by identifying gain-of-function mutations in French fami-
lies with familial hypercholesterolemia [8]. The APOB gene is located on the short arm of
chromosome 2 at position 2p24.1 [9,10]. This gene encodes the apolipoprotein B that exists
in the plasma in two isoforms: ApoB-100 which is the full-length protein secreted by the
liver and associated with the very-low-density lipoprotein (VLDL) and its metabolic prod-
ucts: intermediate-density lipoprotein (IDL) and LDL, and ApoB-48 which is the intestinal
variant associated with chylomicrons. ApoB-48 results from a tissue specific messenger
RNA (mRNA) processing or editing in the intestine that converts codon 2153 to a stop
codon [11–13]. More than 120 mutations in this gene have been reported to cause FHBL [7].
These mutations occur throughout the entire coding-region, mainly in exon 26, and are
principally nucleotide substitutions (causing nonsense mutations) and deletions/insertions
of a single or more nucleotides (causing frameshift mutations), and less commonly splice
site mutations [3,4,14,15]. These mutations interfere with the full translation of the pro-
tein by introducing a premature stop codon in ApoB mRNA and causing the synthesis
of short truncated proteins of different sizes, ranging from ApoB-2 to ApoB-89, as per a
centile nomenclature (percent length of the native ApoB-100 molecule) [3,4,12]. Missense
variants have also been identified [4,16]. The first missense mutation is “p.(Arg490Trp)
previously reported as p.(Arg463Trp)” (c.1468C>T, rs771541567) by Burnett et al. in 2003 in
an extended Lebanese family with FHBL living in Australia [16,17].

Patients who are heterozygous for mutations in the APOB gene are generally asymp-
tomatic but present an increased risk of developing liver disease [18]. Truncations in the
ApoB cause a defective synthesis and export of VLDL from the liver, which causes an
accumulation of triglycerides (TG) in the hepatocytes [1], and thus exposes those patients
to an increased risk of developing fatty liver disease (up to a 60% prevalence) [19]. Patients
with homozygous or compound heterozygous FHBL present symptoms that are identical to
those of abetalipoproteinemia caused by mutations in the microsomal triglyceride transfer
protein (MTP) gene [4,11]. These principally include a fat malabsorption during the neona-
tal period, steatorrhea, vomiting, abdominal distension, failure to thrive, steatosis and
deficiencies in fat-soluble vitamins. These symptoms improve after dietary fat restriction
and supplementation with high doses of vitamins E and A. The progression of the disease
can lead to atypical retinitis pigmentosa and spinocerebellar ataxia [4,11,12].

To our knowledge, no genetic study on FHBL has been conducted in the Middle East
(ME) region. In fact, the ME region is characterized by a high prevalence of consanguineous
marriages, metabolic syndrome, dyslipidemia characterized by low high-density lipopro-
tein cholesterol (HDL-C) levels and high triglycerides levels, familial hypercholesterolemia
(FH), diabetes [20], and nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) [21]. More specifically,
the Lebanese population is characterized by a high frequency of dyslipidemia, particu-
larly FH [22]. Our team has conducted several studies on dyslipidemia in the Lebanese
population that allowed to characterize the mutational spectrum of FH [22], to identify
the first Lebanese mutation in the LPL gene causing type I hyperlipoproteinemia [23],
and more recently to describe the first Lebanese pathogenic variant in the ABCA1 gene
causing Tangier disease [24]. In this article, patients were recruited as part of a molecular
study aiming to investigate the genetic causes of FHBL in Lebanon to improve diagnosis
and prevent associated risks especially of liver diseases. We characterize FHBL in three
unrelated Lebanese families and four unrelated probands and highlight the presence of a
frequent pathogenic variant in the APOB gene responsible for this phenotype, presumably
as a result of a founder effect.
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2. Results
2.1. Clinical Characteristics and Biochemical Analysis of the Probands and Their Relatives

In the first family (Figure 1), the proband (II.1) was a 28-year-old Lebanese woman,
referred to our laboratory by her endocrinologist at Hôtel Dieu de France hospital after
perceiving very low levels of LDL-C and ApoB (0.44 mmol/L and 0.10 g/L, respectively).
She was diagnosed at 32-years of age with fatty liver disease. Her father (I.1) aged 61 years
also presented low levels of lipid parameters (LDL-C levels of 0.64 mmol/L and ApoB
levels of 0.17 g/L) and was also diagnosed with fatty liver detected by ultrasonography.
She had two sisters (II.2 and II.4) aged 25 and 16 years who also had low levels of lipid
parameters (LDL-C levels of 0.44 mmol/L for both sisters and ApoB levels of 0.11 and
0.10 g/L, respectively) while her mother (I.2) (54 years old) and her brother (II.3) (21 years
old) did not present low LDL-C nor ApoB levels (4.40 and 2.22 mmol/L for LDL-C levels
and 1.14 and 0.57 g/L for ApoB levels, respectively) (Table 1). The father was recently
diagnosed with Parkinson’s disease. Family history revealed that her father’s uncle had
died from cirrhosis.
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Figure 1. Pedigree of family 1 and haplotype analysis. The arrow indicates the proband. Half
blackened symbols indicate heterozygous carriers of the p.(Arg490Trp) (p.(Arg463Trp), according
to the original nomenclature) variant in the APOB gene and unblackened symbols indicate unaf-
fected members. Filled bars indicate the allele carrying the mutation. The +/− sign indicates that
the individual is heterozygous for the p.(Arg490Trp) variant and the −/− sign indicates that the
individual does not carry the variant. APOE isoforms are also presented. TC, LDL-C, HDL-C, TG
levels are given in mmol/L and ApoB levels are given in g/L. HDL-C: high-density lipoprotein
cholesterol, LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol, TC: total cholesterol, TG: triglycerides. The *
sign indicates that the individual was not fasting when the blood sample was collected.
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Table 1. Lipid measurements, clinical history (diabetes, liver disease and neurological problems) and genetic characteristics in the study population.

Subject Age Gender
TC HDL-C TG LDL-C § LDL-C # ApoB

(g/L)
Plasma PCSK9
Levels (ng/mL)

Fatty
Liver Diabetes

Neurological
Prob-
lem

HBL APOE
Isoforms

p.Leu21dup
in PCSK9

p.(Arg490Trp)
in APOB(mmol/L)

Family 1

I.1 61 M 1.89 1.03 0.54 0.64 0.17 53.70 Yes No Parkinson’s
disease Yes ε3/ε3 No Yes

I.2 54 F 5.49 0.77 1.29 4.40 1.14 67.74 No No No ε2/ε3 No No
II.1 ¥ 28 F 2.12 1.42 0.27 0.44 0.10 29.36 ¶ Yes No Yes ε2/ε3 No Yes
II.2 * 25 F 2.48 1.24 2.26 0.44 0.11 34.41 No No Yes ε3/ε3 No Yes
II.3 21 M 3.47 1.03 0.68 2.22 0.57 57.02 No No No ε2/ε3 No No
II.4 16 F 2.25 1.50 0.42 0.44 0.10 34.01 No No Yes ε2/ε3 No Yes

Family 2
I.1 93 M 4.19 0.98 2.21 2.21 N/A N/A Yes No N/A N/A N/A
I.2 73 F 1.84 0.93 0.47 0.70 N/A N/A Yes Yes N/A N/A N/A
II.1 53 M 4.16 1.73 0.71 2.11 N/A N/A Yes No N/A N/A N/A
II.2 52 F 2.59 1.14 1.69 0.68 0.45 68.35 No Yes Yes ε3/ε3 Yes Yes

II.3 ¥ 47 F 2.72 0.88 0.75 1.50 0.40 34.16 No No Yes ε3/ε3 No Yes
Family 3

I.1 90 M No Yes

Multiple
System
Atro-
phy

Yes ε3/ε3 No Yes

II.1 ¥ 60 F 2.69 1.08 0.93 1.08 0.41 68.98 No Yes Yes ε3/ε3 No Yes
Proband 4 49 M 1.60 0.88 0.59 0.45 N/A Yes Yes Yes ε3/ε3 No Yes
Proband 5 63 F 2.38 0.96 1.41 0.78 N/A Yes Yes Neuropathies Yes ε3/ε3 Yes Yes
Proband 6 33 F 3.96 2.43 0.34 1.38 N/A N/A No Yes ε3/ε3 No No
Proband 7 23 F 3.21 1.47 0.67 1.44 0.66 69.39 N/A No Yes ε3/ε3 No No

Mean ± SD
p.(Arg490Trp)
carriers (n =

9)

2.30
±

0.38

1.13 ±
0.22

0.83 ±
0.50 0.72 ± 0.36 0.25 ±

0.16 48.94 ± 17.05

F: female, M: male, HBL: hypobetalipoproteinemia; HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol, LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol, TC: total cholesterol, TG: triglycerides, N/A: not available, SD:
standard deviation. § Indicates that LDL-C was measured by a direct method. # Indicates that LDL-C value was calculated using the Friedewald formula. ¥ Indicates the proband in the family. ¶ Indicates that
PCSK9 levels were measured in the serum because plasma was not available and that the value was dismissed while calculating the mean and the standard deviation in plasma. * Indicates that the individual
was not fasting when the blood sample was collected and that the TG value was dismissed while calculating the mean and SD of TG levels.
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In the second family (Table 1), the proband (II.3) was a 47-year-old woman presenting
low levels of LDL-C (1.50 mmol/L). Her mother (I.2) and sister (II.2) aged 73 and 52 years
respectively also had low LDL-C levels (0.70 and 0.68 mmol/L, respectively) and suffered
from diabetes and hypertension. The sister was treated with metformin, bisoprolol and
valsartan. The mother had a breast cancer and was treated with tamoxifen. Her father
(I.1) aged 93 years and brother (II.1) aged 53 years did not present hypocholesterolemia
(LDL-C levels of 2.21 and 2.11 mmol/L, respectively) and suffered from diabetes (Table 1).
The father also presented hypertension, prostate cancer, and dyslipidemia treated by
simvastatin.

In the third family (Table 1), the proband (II.1) was a 60-year-old woman who pre-
sented low LDL-C levels (1.08 mmol/L). She suffered from diabetes with an HbA1c of 8.80%
and a fasting blood glucose level of 11.93 mmol/L (2.15 g/L). Her father (I.1) aged 90 years
was also diabetic and presented low LDL-C levels. He was diagnosed with multiple system
atrophy disease six years ago.

In addition to these families, four unrelated probands were also recruited. Proband 4
was a 49-year-old male who presented low LDL-C levels (0.45 mmol/L) (Table 1) and
was a smoker. He suffered from hepatic steatosis, diabetes and hypertension and was
treated by metformin, losartan, hydrochlorothiazide, amlodipine and bisoprolol. Proband
5 was a 63-year-old woman who presented hypobetalipoproteinemia (LDL-C levels of
0.78 mmol/L) (Table 1) associated with a fatty liver revealed by an abdominal ultrasonog-
raphy. She also suffered from diabetes, hypertension, osteoporosis, and complained about
neuropathies. Her treatment consisted of glimepiride, glargine, metformin, dapagliflozine
and irbesartan. An intestinal biopsy stained with Sudan black ruled out the presence
of abetalipoproteinemia. Proband 6 was a 33-year-old woman with low LDL-C levels
(1.38 mmol/L) (Table 1). Proband 7 was a 23-year-old woman with low levels of LDL-C
(1.44 mmol/L) (Table 1).

2.2. Genetic Analysis

We sequenced exon 11 of the APOB gene, in which the pathogenic c.1468 C>T variation
(rs771541567) has been previously reported by Burnett et al. in an extended Lebanese family
living in Australia [16,17]. It was originally designated by p.(Arg463Trp) according to the
original nomenclature [16] considering the amino acid numbering of the mature protein
(without the signal peptide of 27 amino acids). Thus, it corresponds to p.(Arg490Trp)
according to the present international nomenclature (the first amino acid of the ApoB being
the initiator methionine NP_000375.3).

In the first family, sequencing of exon 11 revealed the presence of the p.(Arg490Trp)
variant at the heterozygous state in the proband (II.1) and the affected relatives (I.1, II.2 and
II.4) and its absence in non-affected individuals (I.2 and II.3), highlighting a segregation
with the FHBL phenotype in the family (Figure 1). In the second family, the same variant
was identified at the heterozygous state in the proband (II.3) and her sister (II.2) for
whom the genetic testing was available (Table 1). In the third family, genetic testing
was available for the proband (II.1) and her father (I.1) who were both heterozygous for
the p.(Arg490Trp) variant (Table 1). Proband 4 and 5 were also heterozygous carriers
(Table 1). The variant was not found in probands 6 and 7 and was absent in the 60 non-
hypocholesterolemic individuals. In total, five out of the seven recruited probands, were
heterozygous for the p.(Arg490Trp) variant, which represents approximately 70% of the
cases of hypobetalipoproteinemia in the present FHBL cohort and was not found in the
60 non-hypocholesterolemic controls.

Interestingly, the amino acid arginine at position 490 is well conserved among species.
The p.(Arg490Trp) variant was predicted to be disease causing on Mutation Taster (Grantham
Matrix score of 101), deleterious on PROVEAN (with a score of −5.204), with probably
damaging consequences on the functionality of the protein according to Polyphen-2 (score
of 0.996, sensitivity: 0.36; specificity: 0.97), and presented a CADD score of 34 suggesting
that this variant is predicted to be among the top 0.1% of the most deleterious substitutions
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in the human genome. The allele frequency of this variant is estimated to be 7.96 × 10−6 in
the general population according to GnomAD.

We also sequenced all the exons of the PCSK9 gene in which loss-of-function mutations
have been associated with hypocholesterolemia [25]. The sequencing revealed that one
proband (Proband 5) and the sister of Proband II.3 in family 2 (II.2) were heterozygous for
the common polymorphism p.Leu21dup in exon 1 that lowers LDL-cholesterol levels [22]
(Table 1).

We also sequenced exon 4 of the APOE gene knowing that the ApoE isoforms may
be responsible for a 15–60% of LDL-C plasma levels variation in FHBL subjects versus
10% in the general population [26,27]. APOE sequencing revealed that in family 1, some
individuals presented the E2/E3 isoforms (I.2, II.1, II.3, and II.4) while others presented
the E3/E3 isoforms (I.1 and II.2) (Figure 1). The sequenced members of family 2 (II.2 and
II.3) and family 3 (I.1 and II.1), as well as the four other probands (probands 4, 5, 6 and 7)
presented the E3/E3 isoforms (Table 1).

2.3. The Founder p.(Arg490Trp) Variant

The relatively high frequency of the p.(Arg490Trp) variant in the present FHBL cohort
and its occurrence in Lebanese families living abroad raised questions about its origin and
the presence of a founder effect. Therefore, we conducted a haplotype analysis to determine
whether the chromosomal background of the variation detected in some individuals is
identical. The latter showed that in families 1 (Figure 1), 2 and 3, all the individuals
harboring the p.(Arg490Trp) variant, as well as probands 4 and 5, carry a similar mutant
haplotype (Table 2).

For the HincII and PvuII markers, all heterozygous carriers presented at both sites
a nucleotide substitution which is predominant compared to the wild type nucleotide,
with a prevalence of 86% and 93% respectively. For the AluI marker, all heterozygous
individuals did not present a polymorphism at this site, the wild type amino acid Ala was
conserved, with a prevalence of 47%. For the XbaI marker, all heterozygous individuals
had a nucleotide substitution, with a prevalence of almost 50%. For the MspI and EcoR1
markers, all heterozygotes had the wild type amino acid conserved. The prevalence of the
wild type amino acid is respectively around 90% and 81%. These prevalences are reported
in Non-Finnish European according to GnomAD and in an Austrian population reported
in previous studies [28].
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Table 2. Mutant haplotypes of the affected probands and relatives harboring the p.(Arg490Trp) (p.(Arg463Trp) according to the original nomenclature) variant.

Haplotype of the APOB-p.(Arg490Trp) Carriers

Haplotype Marker Reference SNP
[29,30]

Nucleotide Change
(NM_000384.3)

Amino Acid Change
(Original/Present

Nomenclature
NP_000375.3)

Prevalence in
Non-Finnish

European
(GnomAD)

Proband (II.1)
and Affected
Members of

Family 1

Proband (II.3)
and Member

(II.2) of Family 2

Proband (II.1)
and Member (I.1)

of Family 3

Proband
4

Proband
5

HincII Intron 4 c c c c c
PvuII Intron 4 g g g g g

Heterozygous for
p.(Arg490Trp) rs771541567 c.1468C>T p.(Arg463Trp)/p.(Arg490Trp) 0.000017 T T T T T

AluI rs679899 c.1853C>T p.(Ala591Val)/p.(Ala618Val) 0.47 C C C C C
XbaI rs693 c.7545C>T p.(Thr2488=)/p.(Thr2515=) 0.499 T T T T T
MspI rs1801701 c.10913G>A p.(Arg3611Gln)/p.(Arg3638Gln) 0.091 G G G G G
EcoRI rs1042031 c.12541G>A p.(Glu4154Lys)/p.(Glu4181Lys) 0.182 G G G G G
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2.4. Impact of the p.(Arg490Trp) Mutation on Plasma PCSK9 Levels

We measured plasma and serum PCSK9 levels in family 1 and in some of the other
individuals of the present cohort, for whom plasma was available. The results are presented
in Table 1 and Figure 2. In family 1, heterozygous carriers of the p.(Arg490Trp) variant
(I.1, II.1, II.2, and II.4) presented an approximately 35% decrease in plasma levels of
PCSK9 compared to non-affected individuals (I.2 and II.3) (mean ± standard deviation of
40.71 ± 11.25 ng/mL versus 62.38 ± 7.58 ng/mL, respectively). In addition, we found a
significant positive correlation between circulating PCSK9 and ApoB levels in all studied
probands and their family members (r = 0.81; p = 0.004) as well as in FHBL patients carrying
the p.(Arg490Trp) variant (r = 0.85; p = 0.02).
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3. Discussion

This is the first study conducted to investigate the genetic causes of hypobetalipopro-
teinemia in Lebanon, and to measure PCSK9 levels in familial hypobetalipoproteinemia
caused by a missense mutation. We searched for the p.(Arg490Trp) variant which was
described for the first time in 2003 by Burnett et al. in an extended family with FHBL
of Lebanese origin living in Australia [16,17]. This variant has a very rare frequency in
GnomAD and is predicted to be pathogenic according to in silico genetic tools. Moreover,
it had been detected in several unrelated hypocholesterolemic families in Italy and Canada
and in individuals from Spanish and Dutch origin [3,26,31–34]. Interestingly, the family
from Australia [16] and of the one from Canada [32], originated from Lebanon. In the
present cohort, we found that the p.(Arg490Trp) was present in 71% of the hypocholes-
terolemic probands, segregated with the FHBL disease in the studied families, and was not
found in 60 Lebanese controls. Thus, this variant seems a cause of FHBL in the Lebanese
patients. Haplotype analysis was performed and showed that the FHBL patients harboring
the p.(Arg490Trp) pathogenic variant shared as well surrounding genetic variants in a
common haplotype, despite having different geographical origins within Lebanon. A
founder mutation transmitted by a common ancestor is thus suspected but needs larger
studies to be confirmed. Nevertheless, our results highlight the importance of investigating
the genetic causes of FHBL in Lebanon, starting with the search for the p.(Arg490Trp)
variant in exon 11 of APOB.
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Moreover, two carriers of the p.(Arg490Trp) were heterozygous for the E2 allele in
the APOE gene and two others for the p.Leu21dup in exon 1 of the PCSK9 gene. The
presence of a single E2 allele is thought to be associated with a ≈10 mg/dL reduction in
TC compared to people with other APOE allele combinations [35], and the presence of
the p.Leu21dup polymorphism is associated with lower cholesterol levels in populations
with normal to low LDL-cholesterol levels, but also in hypercholesterolemic patients [22].
While no other mutation in the PCSK9 gene was detected, we observed that there was a
significant decrease in PCSK9 levels in affected individuals of family 1 compared to the
unaffected. These results are consistent with the work of Fazio et al., who studied the
association between plasma PCSK9 levels and low LDL-C levels in subjects with FHBL due
to truncations in the ApoB protein and found that PCSK9 levels were decreased in subjects
harboring a truncating mutation [36].

The pathogenicity of this variant has been proven in both in vitro and in vivo func-
tional studies [16,26]. It might be a result of an enhanced binding to MTP and a retention
of the protein in the endoplasmic reticulum, causing a defective lipidation, assembly
and secretion of ApoB-containing lipoproteins, resulting in the development of hypo-
betalipoproteinemia [3,4,16,26]. Mean values of TC, LDL-C, HDL-C, and TG in FHBL
heterozygous patients carrying the p.(Arg490Trp) variant included in this study, as well as
the presence of fatty liver, were comparable to those reported in the literature in patients
harboring the same variant [3,16,17,26,31,32]. In fact, it is known that subjects with FHBL
caused by truncating variants in the APOB gene are at increased risk to develop fatty
liver because of a defective synthesis and export of VLDL from the liver, which causes
an accumulation of TG in the hepatocytes [1]. In the present study, four carriers of the
p.(Arg490Trp) variant suffered from fatty liver disease and the uncle of one carrier had
died from cirrhosis. Other cases of liver disease in carriers of the p.(Arg490Trp) variant
were reported in the literature with either a significant increase in liver enzymes when
liver ultrasonography was not performed or hepatic steatosis [3,16,26,32–34], with mild
to severe forms reported in children aged 9 and 15 years [26]. Moreover, a case of NASH
and liver cirrhosis with esophageal varices had been reported in a FHBL patient and his
sister respectively, both harboring this variant. Interestingly, the sister who also presented
hypobetalipoproteinemia suffered from type 2 diabetes [32]. Relationships between these
two latest conditions have been largely investigated. A review article which was looking
for a relationship between diabetes and FHBL found that the latter condition resulting
from APOB gene variants does not seem to cause an increase in the risk of diabetes mellitus
(DM) [37]. Moreover, many studies aimed to assess the relationship between hepatic
steatosis caused by FHBL and insulin resistance and concluded that these two factors are
not linked, even in animal models [38–40]. In our study, five individuals carrying the
p.(Arg490Trp) variant were diabetic. It is uncertain whether the high frequency of diabetes
among the present FHBL cohort harboring the p.(Arg490Trp) variant is due to the variant
itself or to the high incidence of diabetes in the Lebanese population [41]. Therefore, in pa-
tients with FHBL, liver enzymes should be regularly monitored, and liver ultrasonography
should be performed if these were elevated [42].

Another interesting observation is that three individuals from the present cohort
carrying the p.(Arg490Trp) suffered from a neurological manifestation ranging from neu-
ropathies to Parkinson’s disease and multiple system atrophy. It is not clear whether the
neurological disorders developed by these individuals are caused by FHBL or by other
factors. In fact, Parkinson’s disease [43] and a case of a severe late onset neurological
disorder had been described in patients with hypobetalipoproteinemia [44], although
neurological disorders and central nervous system deterioration occur mainly with abetal-
ipoproteinemia and homozygous or compound heterozygous FHBL [3,12]. Thus, it may
be essential to perform a neurological clinical evaluation on a regular basis, even in het-
erozygous FHBL patients, in order to instore the early appropriate treatment, and in some
cases to recommend a moderate-dose vitamin E supplementation in individuals with low
serum vitamin E concentration. The early diagnosis of these forms of serious late onset
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complications is necessary because these latter are usually impossible to stop, once they
have been developed by the patient [11,12,44].

4. Materials and Methods
4.1. Study Participants

Three unrelated families and four unrelated probands from different regions in
Lebanon were recruited in collaboration with endocrinologists and gastroenterologists
at the Endocrinology and Gastroenterology Clinics of Hôtel Dieu de France hospital in
Beirut upon perceiving permanent low LDL-C levels (Table 1). Inclusion criteria were
LDL-C levels below 1.55 mmol/L, without any secondary causes such as lipid-lowering
medications, malnutrition, hepatic problems, cancer, hyperthyroidism or others [45]. For
each patient, we collected the clinical and familial history. On the other hand, 60 Lebanese
adult volunteers were recruited as a control group to assess the presence of the variation in
the general population. Informed consent was obtained from all subjects involved in the
study. The study was conducted according to the guidelines of the Declaration of Helsinki,
and approved by the Ethics Committee of Hôtel Dieu de France Hospital and Saint Joseph
University of Beirut (CEHDF140).

4.2. Laboratory and Biochemical Tests

Blood samples were obtained after the subjects had fasted overnight, plasma and
serum were prepared. Lipid measurements were determined on a COBAS INTEGRA®

analyzer (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland).

4.3. DNA Analysis and Variant Detection

Genomic DNAs of all the participants were extracted from peripheral blood leukocytes
using Flexigene® DNA Kit from Qiagen (Hilden, Germany) according to the manufacturer’s
instructions. The exon 11 of the APOB and all exons of the PCSK9 genes and their flanking
exon-intron boundaries, as well as the region containing the two SNPs for genotyping
the APOE gene [46] were amplified by polymerase chain reaction (PCR) and sequenced
using the Sanger method. All the primers’ sequences and PCR conditions are available
upon request. For DNA sequence assembly and variant detection, we used the CodonCode
Aligner® Software.

4.4. In Silico Analysis of the Variant

For frequency determination of the variant, we used the Genome Aggregation database
(gnomAD; http://gnomad.broadinstitute.org/, accessed on 7 April 2021), and for pathogenic-
ity prediction we used Polymorphism Phenotyping version 2 (PolyPhen-2; http://genetics.
bwh.harvard.edu/pph2/, accessed on 7 April 2021), Protein Variation Effect Analyzer
(Provean; http://provean.jcvi.org/index.php, accessed on 7 April 2021), Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org/, accessed on 7 April 2021), and the Combined Annota-
tion Dependent Depletion score (CADD score; https://cadd.gs.washington.edu/snv, ac-
cessed on 7 April 2021).

4.5. Haplotype Analysis

We conducted a haplotype analysis using a set of diallelic markers described in the
literature [28]. Six common polymorphisms within the APOB gene caused by single base
substitutions in various exons and introns distributed all over the gene [28] were amplified
by PCR and sequenced using the Sanger method. All the primers’ sequences and PCR
conditions are available upon request.

These diallelic markers resulted from the following substitutions in APOB gene (ac-
cording to the present nomenclature of the apolipoprotein B) that modify a recognition
site by a specific restriction enzyme: p.Ala618Val (AluI), p.Thr2515 (XbaI), p.Arg3638Gln
(MspI), p.Glu4181Lys (EcoRI), and two occurring in intron 4 (HincII and PvuII) [28].

http://gnomad.broadinstitute.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://provean.jcvi.org/index.php
http://www.mutationtaster.org/
https://cadd.gs.washington.edu/snv


Metabolites 2021, 11, 564 11 of 13

4.6. PCSK9 Measurements

We measured plasma and serum PCSK9 levels using a commercial ELISA kit (Human
Proprotein Convertase 9/PCSK9 Duoset catalogue no. DY3888; R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) and the Bio-Plex Pro assay technology (Luminex Corporation, Austin, TX, USA)
as previously described [47].

5. Conclusions

In this article, we highlight the presence of a pathogenic variant, p.(Arg490Trp), in
exon 11 of the APOB gene, in several Lebanese families and probands presenting with
FHBL (in approximately 70% of the probands), presumably because of a founder mutation.
Therefore, in the case of a patient presenting with primary hypobetalipoproteinemia or
with a hepatic steatosis without any risk factors and low LDL-C levels, family investigation
should be conducted in order to identify a familial aspect of the hypobetalipoproteinemia.
Molecular diagnosis should be implemented by searching firstly for the p.(Arg490Trp)
variant in exon 11 of the APOB gene. Moreover, these patients and their families should be
advised on the risk of consanguineous marriage, especially that its prevalence in Lebanon
was of 35.5% [48], knowing that homozygous FHBL can lead, among other complications,
to serious central nervous system injuries that can lead to death if not treated early [12].
In conclusion, genetic investigation of FHBL as well as dyslipidemia in Lebanon and the
Middle East is crucial in order to improve patient care, ensure an early management of the
disease, and prevent its complications.
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BACKGROUND: The Middle East region is characterized by low levels of high-density lipoprotein
cholesterol (HDL-C). To date, no genetic study has investigated the cause of low HDL-C in the Leb-
anese population.

OBJECTIVE: Our objective was to study the genetic causes for hypoalphalipoproteinemia in a Leb-
anese family with extremely low HDL-C levels.

METHODS: We sequenced the ABCA1 gene and evaluated cholesterol efflux, inflammatory, and
metabolic profiles in the proband and his family.

RESULTS: We identified the first Lebanese pathogenic variant in ABCA1 gene causing Tangier dis-
ease in a consanguineous family. The proband carried a novel homozygous pathogenic variant
p.Gly592Asp in exon 14 of ABCA1, which segregated with the disease in the family. Functional study
uted to this work.
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of the p.Gly592Asp pathogenic variant revealed that lipid-free apolipoprotein A-I–dependent choles-
terol efflux was completely abolished in cholesterol-loaded human monocytes-derived macrophages
isolated from the proband when compared to controls. Systemic inflammatory and metabolic assess-
ments showed that plasma cytokines (MCP-1, MIP-1a, IL-6, CRP, TNF-a), adhesion molecules
(ICAM-1, VCAM-1, E-selectin), inflammatory soluble receptors (sIL-6r, sTNFRI, sTNFRII), and
metabolic markers (Insulin, C-peptide) were elevated in the proband when compared to controls.
Noninvasive cardiovascular investigation revealed the presence of premature artery lesions in the pro-
band.

CONCLUSIONS: It is the first case of Tangier disease reported in Lebanon harboring a novel path-
ogenic variant in ABCA1. Further genetic research is needed in the Middle East where the consanguin-
ity rate is elevated, to understand the cause of the highly prevalent dyslipidemia. This will help guiding
the early diagnosis, management, and prevention of cardiovascular complications.
� 2018 National Lipid Association. All rights reserved.
Introduction

The Middle East (ME) region is characterized by a high
prevalence of metabolic syndrome, diabetes, familial hy-
percholesterolemia (FH), consanguineous marriages, and a
pattern of dyslipidemia with low high-density lipoprotein
cholesterol (HDL-C) and high levels of triglycerides (TG).1

Several gaps in the management of dyslipidemia in the ME
region constitute huge concern to prevent cardiovascular
diseases (CVD). Lebanon is known for its high frequency
of FH due to a mutation in the low-density lipoprotein
(LDL) receptor with a founder effect.2–4 The frequency of
homozygous (Ho) FH is more than 10-fold higher in
Lebanon than in other populations.2–4 This is likely attrib-
utable to a high prevalence of heterozygous (He) FH among
Lebanese people, coupled with a high incidence of consan-
guinity. The genetic cause of FH has been well docu-
mented;2,4 nevertheless, to date, no genetic study has
investigated the cause of low HDL-C levels in the Lebanese
population, knowing that these low HDL-C levels have
been noticed in few studies.5

Epidemiological studies have consistently demonstrated
an inverse association between plasma HDL-C levels and
coronary heart disease.6–9 HDL particles play a key role in
the reverse cholesterol transport from peripheral cells to the
liver for biliary excretion.10 ABCA1 or ATP-binding
cassette transporter A1, a major determinant of HDL-C
levels in plasma, is abundantly expressed in arterial wall
macrophages and plays a crucial role in mediating choles-
terol and phospholipid (PL) efflux to lipid-poor apolipopro-
tein A-I (ApoA-I) or preb-HDL particles.11–14 Indeed, in an
initial step of HDL biogenesis, lipid-free ApoA-I interacts
with the extracellular loops of ABCA1.15

Tangier disease (TD), a rare autosomal recessive disorder, is
caused by mutations in ABCA1 encoding the ATP-binding
cassette subfamily A member 1 protein that lead to extreme
low levels of HDL-C and ApoA-I.16 Typical yellow orange
tonsils caused by accumulation of cholesterol esters in macro-
phages characterize TD patients. Some TD patients also
exhibit peripheral neuropathy,17 splenomegaly, anemia, throm-
bocytopenia,18 andcorneal opacification.19ABCA1deficiency
impairs cholesterol efflux to ApoA-I and prevents their
 Anonymous User (n/a) at Saint Joseph Univer
al use only. No other uses without permission. 
conversion into preb-HDL and maturation into larger HDL
particles.20,21 Cholesterol efflux assays in primary fibroblast
cell lines, heterozygote for ABCA1 mutations, display levels
between 35% and 75% of wild-type cholesterol efflux.22,23

To date, more than 180 mutations in ABCA1 gene have
been reported and they have been associated with various
molecular, biochemical, and clinical phenotypes.24–26

Remarkably, not all patients with TD developed an increase
in tonsils size or a change in their color27–29 and not all of
them experienced premature CVD. Studies that have inves-
tigated the association between single nucleotide polymor-
phisms in the ABCA1 gene and the susceptibility to
atherosclerosis led to conflicting results.24,30–32 Hence,
studies of rare inherited disorders provide an excellent
strategy to discover new mechanisms in complex disorders
such as the atherosclerotic disease.

In this article, we identified the first Lebanese patho-
genic variant in the ABCA1 gene causing TD in a consan-
guineous family and explored its functional impact by
evaluating macrophage cholesterol efflux, systemic inflam-
matory, and metabolic profiles. The proband was recruited
as part of a molecular study aiming to identify the genetic
causes for low HDL-C levels in Lebanese families.
Methods

Laboratory and biochemical tests

Blood samples were obtained after the subjects had fasted
overnight; plasma and serum were prepared. The lipid (TG,
PL, total cholesterol (TC), free cholesterol, HDL-C) and
protein (total protein, ApoA-I, ApoA-II, ApoB, and ApoE)
contents in plasma were quantified with an Autoanalyzer
(Konelab 20). Reagent kits from Roche Diagnostics and
ThermoElectron were used for determination of TC and TG
levels, respectively. The levels of unesterified cholesterol and
PL were determined with commercial reagent kits (Diasys).
Cholesteryl estermasswas calculated as (TC-free cholesterol)
! 1.67, and thus represents the sum of the esterified
cholesterol and fatty acid moieties. The Bicinchoninic acid
assay reagent (Pierce) was utilized for protein quantification.
sity from ClinicalKey.com by Elsevier on July 27, 2022. 
Copyright ©2022. Elsevier Inc. All rights reserved.



1376 Journal of Clinical Lipidology, Vol 12, No 6, December 2018
Fasting plasma LDL-C was calculated using the Friedwald
formula. HDL-C levels were determined after dextran sulfate
magnesium precipitation of apoB-containing lipoproteins.
Plasma ApoA-I, ApoB, and ApoA-II concentrations were
determined using immunoturbidimetric assays (ThermoElec-
tron reagents and calibrators;Diasys reagents and calibrators).

Analysis of circulating biomolecules

Adhesion molecules and inflammatory cytokines in
plasma from controls and patients were quantified using a
semiautomated Biochip Array Technology analyzer (Evi-
dence Investigator, Randox) as previously described.33

Quantification of the circulating biomolecules from each
plasma sample obtained from a single carrier was tested in
duplicate or triplicate when a sufficient amount of plasma
was available. A group of 18 normolipidemic healthy control
individuals (9males and 9 females, aged 23 to 78 years with a
mean age: 636 13 years) was included as a reference group
for the quantification of circulating biomolecules.

DNA analysis and variant detection

DNA of the index case and his family members was
extracted from peripheral blood leukocytes by a standard
procedure.34 The 4 exons ofAPOA1, 6 exons of LCAT, and 50
exons of ABCA1 genes were amplified by polymerase chain
reaction using intronic primers (Supplemental Table 1) and
sequenced byDye Terminator method. Furthermore, 50 Leb-
anese healthy normolipidemic volunteers (23 males, 27 fe-
males) were investigated as a control group for DNA study.
All patients and controls gave informed consent for the study.

Monocytes isolation

Monocytes were isolated from the blood of one control
individual or from the proband (IV-1) by Ficoll gradients
(Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare) and subsequently
differentiated into human macrophages (human
monocytes-derived macrophages [HMDM]) by adhesion
on plastic Primaria plates (Falcon) over a period of 10 days
of culture in RPMI 1640 medium, supplemented with 10%
heat-inactivated human serum, 2 mmol/L glutamine,
100 mg/mL penicillin/streptomycin, and 20 ng/mL human
macrophage colony-stimulating factor.35

Radioisotopic cholesterol efflux assays

Assessment of macrophage cholesterol efflux was
performed as previously described.35 More details are given
in supplementary material and methods.

IMT measurements and plaque assessment

Intima-media thickness measurements and plaque
assessment were made using ultrasound according to
previously published methods.36
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Coronary artery calcification assessment

Each patient underwent a multidetector computed to-
mography (CT) scan (Siemens syngo.CT CaScoring). Cor-
onary artery calcification was quantified by means of the
previously described Agatston scoring method.37
Results

Clinical characteristics of the index case and his
family members

The proband, born on 1968, is a Lebanese male (80 kg,
1m74), who has been referred to the lipid clinic at Hôtel
Dieu de France hospital in Beirut, in 2003, with very low/
undetectable levels of HDL-C and ApoA-I. His TC, LDL-
C, and TG levels were 2.26 mmol/L (88 mg/dL),
0.84 mmol/L (32.7 mg/dL), and 3.11 mmol/L (275.2 mg/
dL), respectively (Fig. 1). These very low HDL-C levels are
confirmed in several measurements (Supplemental Table 2).
Fasting glucose levels of the proband were of 5 mmol/L
(90 mg/dL), and his HbA1c was of 4.4%. He showed
thrombocytopenia (platelets count varying from 71,000 to
112,000 per mm3 of blood) and a hearing impairment
(puretone audiometry revealed moderate sloping to severe
mixed hearing loss, bilaterally) due to bilateral otosclerosis.
He was a nonsmoker. He has been diagnosed with TD in
2003 at 35 years old but he did not show the typical TD
phenotype, in particular he had no tonsillar abnormality,
no lymphadenopathy, and no signs of hepatosplenomegaly
by abdominal ultrasound or evidence of motor and sensory
neuropathy.

The family at large was investigated and its pedigree
(Fig. 1) was drawn. This study showed that the proband’s
father and mother were first cousins. Seven family mem-
bers were also investigated. No history of CVD was noted
in the family except for the uncle III-3 who died from
stroke at 55 years old.

Biochemical analysis

The proband (IV-1, Fig. 1) was diagnosed with TD at
35 years old, with very low HDL-C and ApoA-I levels at
several independent measurements at separate times,
thrombocytopenia and hearing impairment.

Biochemical analysis (Table 1) revealed extreme low
levels of HDL-C (0.05 mmol/L or 1.95 mg/dL) and low
levels of TC (2.32 mmol/L or 90.34 mg/dL), LDL-C
(0.90 mmol/L or 35.05 mg/dL), and PL (1.44 mmol/L) in
the proband (IV-1). Levels of TG were elevated in the pro-
band IV-1 (3.00 mmol/L or 265.49 mg/dL). He had as well
undetectable levels of ApoA-I (0.10 g/L) and ApoA-II
(0.05 g/L). As shown in Table 1, levels of ApoA-I were
also reduced in the proband’s father III-4 (ApoA-I:
0.88 g/L) and mother III-5 (ApoA-I: 1.13 g/L), whereas
ity from ClinicalKey.com by Elsevier on July 27, 2022. 
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Figure 1 Pedigree of the family with low HDL-C levels and
segregation of the pathogenic variant in the family. The proband
IV-1, indicated by a black arrow, was identified at the Lipid Clinic
at Hôtel Dieu de France hospital. The family at large was investi-
gated, and a pedigree was drawn. One homozygous carrier (IV-1)
and 5 heterozygous carriers (II-3, III-1, III-4, III-5, III-6) of the
p.Gly592Asp variation were identified. Blackened symbols indi-
cate affected homozygous carrier, half blackened symbols indicate
heterozygous carriers, unblackened symbols indicate noncarrier of
the p.Gly592Asp. Gray symbols indicate (nongenotyped) obligate
carriers. Age is given in years, at lipid measurements, when avail-
able. TC, HDL-C, LDL-C, and TG levels are given in mmol/L
when available. NA5 not available. ‘‘?’’ unknown status, not gen-
otyped. HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C,
low-density lipoprotein cholesterol; TG, triglycerides; TC, total
cholesterol.

El Khoury et al New ABCA1 variant causes Tangier Disease 1377
those of HDL-C were reduced in the proband’s mother III-5
(HDL-C: 0.72 mmol/L or 28.04 mg/dL) and aunt III-1
(HDL-C: 0.98 mmol/L or 38.16 mg/dL). Unfortunately,
not all lipid measurements of the proband’s sister IV-2
are available. TC level was of 4.1 mmol/L (163 mg/dL)
and TG levels were of 0.68 mmol/L (60 mg/dL).

Genetic analysis

Familial hypoalphalipoproteinemia with an autosomal
recessive inheritance pattern was suspected on the basis of
the combination of a very low HDL-C and a family history
of consanguinity. Hence, we performed a molecular
diagnosis of TD by sequencing the 50 exons of ABCA1
gene. We identified in the proband a novel homozygous
c.1775 GC . AT variation in exon 14 resulting in a
Downloaded for Anonymous User (n/a) at Saint Joseph Univer
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substitution at position 592, p.Gly592Asp the glycine, be-
ing a nonpolar neutral amino acid well conserved among
species, whereas aspartic acid is a polar ionizable amino
acid (NP 005493.2) (Fig. 2), negatively charged at physio-
logical pH.

Sequencing of exon 14 in the proband’s family members
(Fig. 1) revealed that both parents (III-4, III-5) were hetero-
zygous for the same c.1775 GC . AT variation, whereas,
the proband’s sister (IV-2) did not carry this variation.
Further investigation of the family reveals that other sib-
lings (II-3, III-1, III-6) of the index case were heterozygous
carriers of c.1775 GC . AT variation.

To ascertain whether the c.1775 GC . AT was a rare
pathogenic variant or a common polymorphism in the
Lebanese population, we sequenced exon 14 of the ABCA1
gene in 50 normolipidemic controls. None of them were
found to be a carrier of this variation. Furthermore, this
variation was not reported before in the literature or in ge-
netic databases. Interestingly, in silico prediction tools
revealed that this is a deleterious variation (SIFTv6.2.0-
score: 0, median: 4.32) with probably damaging
(polyphen-2, sensitivity: 0.36; specificity: 0.97) conse-
quences on the functionality of the protein. Indeed, physi-
cochemical difference between glycine and aspartic acid
is important (Grantham distance: 94 [0-215]), and the
glycine at position 592 of ABCA1 is a highly conserved
amino acid among species (12 species, Fig. 2A). Therefore,
it is likely that p.Gly592Asp is a novel pathogenic variant
in ABCA1 potentially responsible of TD in the proband.
It is noteworthy that APOA1 and LCAT genes have been
sequenced and no variant was identified.

Functionality analysis: cholesterol efflux
measurement

As p.Gly592Asp is likely a novel pathogenic variant, its
functional impact on cholesterol homeostasis in macro-
phages has never been assessed before. Therefore, periph-
eral monocytes were isolated from the total blood of the
proband and from a control individual and were differen-
tiated into macrophages (HMDM). We examined choles-
terol efflux to ApoA-I and HDL from patient’s and
control’s HMDM labeled with [3H] cholesterol (Fig. 3).
Interestingly, lipid-free ApoA-I–dependent cholesterol
efflux after 4 hours or 24 hours of incubation was almost
completely abolished in the proband’s HMDM as compared
to the control’s HMDM. In addition, cholesterol efflux to
HDL was lower in ABCA1-mutated HMDM than in control
HMDM as previously observed in fibroblasts38 and macro-
phages from TD patients.35

Inflammatory phenotype and metabolic
assessment

Recent study has demonstrated that ABCA1 mutation
carriers have a systemic inflammatory phenotype.39 Thus,
we aimed to assess the inflammatory profile in the patient
sity from ClinicalKey.com by Elsevier on July 27, 2022. 
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Table 1 Lipid parameters of the proband IV-1, his parents (III-4-father; III-5-mother), his paternal aunt (III-1), as well as
normolipidemic controls

Lipid parameters IV-1 III-4 III-5 III-1 Controls (n 5 6) Mean 6 SD Usual concentrations

HDL-C (mmol/L) 0.05 1.28 0.72 0.98 1.71 6 0.36 1.02–1.60
TC (mmol/L) 2.32 3.31 5.25 4.55 5.37 6 0.77 4.10–6.60
LDL-C (mmol/L) 0.90 1.28 3.86 2.65 3.26 6 0.55 1.70–3.50
TG (mmol/L) 3.00 1.64 1.48 2.03 0.90 6 0.13 0.50–2.10
PL (mmol/L) 1.44 1.75 2.61 1.71 2.78 6 0.42 1.68–3.35
ApoA-I (g/L) 0.10 0.88 1.13 1.53 1.67 6 0.23 1.20–1.70
ApoA-II (g/L) 0.05 0.49 0.35 0.34 0.38 6 0.07 0.32–0.54
Apo-B (g/L) 1.10 0.80 1.38 1.18 1.00 6 0.14 0.60–130
Apo-E (mg/dL) 3.10 3.33 4.10 5.45 4.48 6 0.82 2.30–6.30
ApoC-III (mg/dL) 8.00 3.30 9.10 7.60 9.70 6 1.47 7.50–20.50

ApoA-I, apolipoprotein A-I; ApoA-II, apolipoprotein A-II; Apo-B, apolipoprotein (B); HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density

lipoprotein cholesterol; TC, total cholesterol; TG, triglycerides; PL, phospholipids.
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and his family. Plasma cytokines, adhesion molecules, as
well as soluble receptors were measured in the homozygous
patient (Proband: IV-1) as well as in three heterozygous sib-
lings (Father: III-4, mother: III-5, and aunt: III-1)
(Supplemental Table 3). We observed a variable cytokine
profile in the proband and his family. As a whole, the pro-
band (IV-I) appeared however to exhibit higher circulating
amounts of inflammatory cytokines (MCP-1, MIP-1a, IL-6,
CRP, TNF-a), adhesion molecules (ICAM-1, VCAM-1, E-
selectin), and soluble receptors (sIL-6r, sTNFRI, sTNFRII)
than control individuals.
Figure 2 Pathogenic variant detection and conservation in ABCA1. (A
surrounding the p.Gly592Asp mutation and conservation of the glycine a
the p.Gly592Asp mutation: The proband IV-1 is homozygous with the re
amino acid p.Gly592Asp amino acid substitution. Sequence of a hetero
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Serum markers of metabolic syndrome were measured in
the index case (IV-1) and his relatives (III-1, III-4, III-5)
(Supplemental Table 4). A marked increase of insulin and C-
peptide together with a reduction of leptin and adiponectin
was detected in the index case in comparison to controls.

Cardiovascular investigation

The proband had subclinical premature atherosclerotic
lesions. On one hand, carotid ultrasound investigation led to
the identification of bilateral bulbar 2.5-3 mm thickness
) Normal and mutated amino acid sequences of ABCA1 protein,
t position 592 between different species. (B) Sequence analysis of
spect to the c.1775 GC.AT substitution in exon 14, predicting the
zygous carrier (III-4) is also given.
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Figure 3 Lack of cholesterol efflux to ApoA-I from ABCA1-mutated macrophages. Cholesterol efflux in the absence of exogeneous
cholesterol acceptors (A) or to lipid-free ApoA-I or HDL for 4 hours (B) or 24 hours (C) chase period in HMDM from the proband
(IV-I) or from one normolipidemic control (Ctrl) individual. Values are mean 6 S.E.M. *P , .05 and **P , .005 versus Ctrl. HMDM,
human monocytes-derived macrophages.
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hypoechogene plaques ($25% diameter narrowing). On the
other hand, cardiac CT revealed the presence of premature
artery lesions above the 90th percentile of below 50-years-old
men and allowed the determination of a coronary calcium score
of 185. Other CV tests such as rest electrocardiography were
normal.

Discussion

In this report, we describe the first case of TD kindred in
Lebanon harboring a novel variation in the ABCA1 gene,
the p.Gly592Asp. Further explorations showed that this
pathogenic variant occurs in the first extracellular domain
(ECD) of ABCA1, a region known to be functionally crit-
ical for the transporter. Human ABCA1 is composed of
2261 amino acids (aa) containing 2 transmembrane do-
mains, each consisting of 6 transmembrane (TM) helix fol-
lowed by a cytoplasmic region25 comprising one
nucleotide-binding domain and one small regulatory
domain (R).40,41 The nucleotide-binding domains and R do-
mains are the most conserved elements among the ABCA
subfamily.42 ABCA1 has two large ECDs, ECD1 between
TM1 and TM2 and ECD2 between TM7 and TM8,42,43

and it is suggested that these ECDs are responsible for
binding to ApoA-I. The ECD1 of ABCA1 consists of 583
aa (residues 47-629),41 pointing out that the novel patho-
genic variant p.Gly592Asp we identified is located in this
region as many other missense mutations previously
described.24 A recent study by Qian H et al.41 has charac-
terized the cryo-electron microscopy structure of human
ABCA1. Interestingly, they showed that ECD1 and ECD2
together enclose an elongated tunnel that is predominantly
hydrophobic. As ECD is responsible for the interaction
with ApoA-I,12,44 the authors suggest that this tunnel may
serve as a potentially temporary storage or delivery passage
for lipids such as cholesterol and PL. Structural mapping of
p.Trp590Ser, a single point mutation that reduces PL trans-
location,45,46 reveals that Trp590 is in the vicinity of the
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bottom of the extracellular tunnel suggesting a potential
involvement of this residue in the translocation of lipids
from transmembrane domain to ECD.41 This newly identi-
fied pathogenic variant p.Gly592Asp is located 2 aa away
from the p.Trp590Ser, and both mutations have a high
Grantham score. Then, the p.Gly592Asp pathogenic variant
is very likely also located in the hydrophobic tunnel of the
ECDs and might also impair lipid delivery to ApoA-I. Its
proximity to the p.Trp590Ser mutation suggests that our
newly identified pathogenic variant may be classified
among the second group of ABCA1 mutations, which is
defined as the lipid translocation defective mutants, as pro-
posed by Wang and Smith.47 In agreement with this model,
functional testing of the p.Gly592Asp pathogenic variant in
the proband’s macrophages confirmed that the mutant
ABCA1 failed to mediate cholesterol efflux to ApoA-I.
However, a structure mapping and further functional
studies are needed to confirm the exact location of the
p.Gly592Asp and its impact on ABCA1 function.

Interestingly, our results showed that beyond the almost
complete abolishment of cholesterol efflux to ApoA-I, a
significant reduction of cholesterol efflux from ABCA1-
mutated macrophages to HDL particles was also observed.
These findings are in agreement with previous studies
indicating that ABCA1 is also an important mediator of
macrophage cholesterol efflux to HDL35 demonstratingmost
marked efficiency with small, dense HDL subfractions
(HDL3b and HDL3c).48 As liver and intestine expressions
of ABCA1 were reported to be the major contributors to
HDL biogenesis,11 the quasi absence of ApoA-I and HDL
observed in the proband suggests that the p.Gly592Asp path-
ogenic variant is equally functional in these tissues.

HDL particles possess multiple biological activities
among which a potent anti-inflammatory property as illus-
trated by the negative correlation between HDL-C and
systemic markers of inflammation.49 In the present study,
we observed that circulating levels of MCP-1, MIP-1a,
ICAM-1, VCAM-1, and E-SEL were elevated in the patient
sity from ClinicalKey.com by Elsevier on July 27, 2022. 
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and his family suggesting a proatherogenic status. Bochem
et al.39 have demonstrated that heterozygous and homozy-
gous ABCA1 pathogenic variant carriers displayed an
increased proinflammatory plasma cytokine profile charac-
terized by an elevation in TNF-a, MCP-1, and IL-6 levels.
Interestingly, both the homozygous proband and the hetero-
zygous family members exhibited higher systemic inflam-
mation despite distinct plasma HDL-C concentrations
ranging from total deficiency (Proband, IV-1) to normal
plasma level (Proband’s father, III-4). These observations
clearly indicate that the proinflammatory status of ABCA1-
mutated patients does not only result from the arithmetic
value of HDL-C. Similar results were obtained by Bochem
et al.39 who proposed that the increased inflammation in
ABCA1-mutated patients may be the consequence of
ABCA1 defect both at the cellular (macrophage lipid raft for-
mation) and the plasma (HDL-C) levels.

Evaluation of cardiovascular risk in patients carrying
biallelicABCA1mutations is subject of debatemostly because
of the low number of available patients. Interestingly, the pro-
band described in the present study does not present any cor-
onary artery disease risk factor except a very low plasma
HDL-C level; plasma LDL-C level being even also very low
(Table 1). Nevertheless, the TD patient has premature athero-
sclerotic lesion in carotid arteries as shown by the carotid
ultrasound and a very premature coronary artery lesion above
the 90th percentile of below50-years-oldmen.50 This increase
in baseline subclinical atherosclerosis in young adults as
observed in the patient reported in our study would likely
translate into substantial differences in lifetime risk for
CVD. Indeed, it has been shown that among individuals
#50years of age, thosewith low10-year but high lifetimepre-
dicted risk have a greater burden and progression of subclini-
cal atherosclerosis such as coronary artery calcification and
carotid intima-media thickness compared to those with low
10-year and low predicted lifetime risk.50–52

In our study, ABCA1 homozygous patient had high fast-
ing insulin and peptide C levels, whereas fasting glycemia
was within the normal values. A recent study has demon-
strated that the oral glucose tolerance test was enhanced in
the ABCA1 homozygous subjects compared with the control
subjects, a finding associated with higher insulin levels.53

However, the impact of the ABCA1 deficiency on the insulin
secretion is still matter of debate.54–56 The mechanism for
the higher insulin levels with ABCA1 loss of function in
our study is unknown and evaluation of insulin resistance
and secretion in the proband would be useful to determine
the impact of this novel pathogenic variant on b-cell activity.

Finally, the proband also exhibited bilateral hearing impair-
ment and probably angiomyolipomia in the kidney, and these
two symptoms have been recently reported in a TD patient.57
Conclusions

In this report, we describe the first case of TD in
Lebanon harboring a novel pathogenic variant in the
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ABCA1 gene, the p.Gly592Asp, and subclinical atheroscle-
rosis. The CVD-associated mortality rate in the ME is one
of the highest in the world.58 Patients in the ME who pre-
sent with heart attacks are 10–12 years younger than those
in Western countries.59,60 There are few studies regarding
the prevalence of dyslipidaemia in the ME.61–63 In this
report, we describe the first pathogenic variant in ABCA1
in the Lebanese population. It is the first case of TD re-
ported in Lebanon and in the neighboring countries,
whereas very few have been reported in Turkey.64,65 Few
studies have evaluated the dyslipidemic profile in the Leb-
anese population. A study performed by Aydenian et al.5 in
1999 showed that the Lebanese population has a significant
percentage of subjects with lipid levels higher than those
recommended by the NCEP, 19% for TC, 27% for LDL
cholesterol, and 20% for Lp(a). Importantly this study
showed that 57% of women and 73% of men showed
HDL-C levels below 1.4 mmol/L and 1.15 mmol/L, respec-
tively. This is one of the rare studies performed in Lebanon
highlighting the magnitude of dyslipidemia. Therefore, ge-
netic screening of individuals with very low HDL-C levels
in Lebanon is very important to search for the new patho-
genic variant identified in this article as well as identifying
other mutations in genes known to be implicated in hypoal-
phalipoproteinemia such as APOA1 and LCAT.

Identification and characterization of new mutations in
CVD is highly important in the ME region because the
consanguinity rate is very elevated. Genetic research is
needed to understand the cause of the highly prevalent
dyslipidemia and to guide its management. Early screening
of those mutations, as well as education of patients to adopt
a healthy lifestyle, can lead to installation of prevention and
rapid treatment strategies, to reduce the risk of premature
CVD in the ME.
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