


0016~ 69260

UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI
FACULTAT DE MEDICINA | CIENCIES DE LA SALUT

Departament de Ciéncies Médiques Basiques

Unitat de Recerca de Lipids i Arteriosclerosi

Aspectes metabolics i paper de I'agregat geneétic Al-CllI-AlV

en la hiperlipémia familiar combinada

T Aeo

Josep Ribalta Vives
Tesi Doctoral
1997

UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

.



UNIVERSITAT
ROVIRA I VIRGILI

FACULTAT DE MEDICINA | CIENCIES DE LA SALUT

CARRER SANT LLORENC, 21
TEL. 977 - 7593 00

FAX 977 -7593 22

43201 - REUS -

Lluis Masana Marin, Catedratic de Medicina de la Facultat de Medicina i Ciéncies de la
Salut de la Universitat Rovira i Virgili,

CERTIFICA :

Que Josep Ribalta Vives

ha realitzat sota la meva direccié la tesi doctoral titulada Aspectes metabolics i paper de
I'agregat genétic Al-CIII-AIV en la hiperlipémia familiar combinada i que aquesta esta
en condicions de ser presentada per a I'obtencié del grau de Doctor.

Pera que aixi consti i tingui els efectes oportuns, signo la present.

Reus, a 25 de marg de 1997

rof. Lluis Masana Marin



UNIVERSITAT
ROVIRA 1 VIRGILI

FACULTAT DE MEDICINA | CIENCIES DE LA SALUT

CARRER SANT LLORENC, 21
TEL. 977 - 7593 00

FAX 977 -7593 22

43201 - REUS -

José Luis Paternain Suberviola, Professor Titular de la Facultat de Medicina i Ciéncies de

la Salut de la Universitat Rovira i Virgili,

CERTIFICA :

Que Josep Ribalta Vives

ha treballat sota la meva tutoria la Tesi Doctoral que porta per titol Aspectes metabdlics i
paper de I'agregat genétic Al-CIlI-AIV en la hiperlipémia familiar combinada i que esta

en condicions de ser presentada per a I'obtencié del grau de Doctor.

Ho certifico a Reus el 25 de marg de 1997.

Dr. José Luis Paternain Suberviola



A I'Elisabet i en Joan




Agraiments

A la Nuria i en Josep, els meus pares, que sempre m'han donat prou llibertat per equivocar-

me i aprendre.

Al professor Lluis Masana, perqué es un plaer treballar amb algu que creu en la recerca i en
el seu equip. M'ha ensenyat a no oblidar que darrera de les xifres hi ha una malaltia i un

malalt.

A la Merche Heras i a la Dra. Agnes La Ville perque sén la veritable garantia de qualitat de

les analisis d'aquest estudi. Sense elles aquest treball no hauria estat possible.

Al Dr. Peter R Turner per haver pensat en mi l'any 1990. D'ell he aprés moltes coses,

algunes de tant importants com llegir i escriure.

Al Jimmy Vallvé i la Josefa Girona per la generositat amb que m'han ofert la seva
col-laboracié en tot moment. A la Silvia Olivé que s'ha preocupat dels meus nivells de sucre

en sang. Ells son els millors companys de laboratori. Son "estupendus".

A la Dra. Rosa Sola, pels seus consells i, sobretot, perqué quan cal un cop de ma ella

sempre hi és.

Als Drs. Nuria Plana, Pilar Sarda i Carlos Alonso Villaverde per la seva col-laboracié en la

seleccid dels pacients i la recollida de mostres.

Al professor Steve Humphries i a la Dra. Philippa Talmud per la seva hospitalitat i pels seus

consells en relacié a les analisis genétiques.

A la Dra. Fanli Xu per la seva paciéncia durant el meu aprenentatge de les técniques de

biologia molecular i per la seva deliciosa companyia.

A |'Alexandre Xifrd i al Dr. Joan Fernandez que son capacgos de fer que l'estadistica sigui

una eina i no pas un enemic.




Al Dr. Jordi Balanya i a en Quim Margalef pel seu ajut i estimul durant els inicis d'aquest

estudi.

A les families Vilella, Olivé, Vallvé, Girona, Plana, Garcia, Nogués, Masana, Giralt, Sol3,

Labad, Polo i a L'Eva Ortoll pel seu inestimable ajut en 'obtencié dels controls.

A la Dra. Elisabet Vilella per la saludable influéncia que el seu inconformisme, la seva
capacitat de reflexid, el seu gust per la discussié i la seva tossuderia infinita tenen sobre mi i

la meva feina. Perqué creu de debo en allo de 'fer un mén millor'.

De manera molt especial, als pacients i els seus familiars per la seva paciéncia i

col-laboracio.



INDEX



1. Introduccié

1.1. La cardiopatia isquémica, I'arteriosclerosi i les hiperlipoproteinémies

1.2. Elements del transport i del metabolisme dels lipids

1.2.1. Lipoproteines
1.2.2. Apolipoproteines
1.2.3. Enzims i proteines transportadores
1.2.4. Receptors
1.3. Metabolisme de les lipoproteines
1.3.1.  Transport dels lipids exdgens
1.3.2.  Transport dels triglicerids endogens
1.3.3. Transport centrifug de colesterol
1.3.4. Transport centripet de colesterol
1.4. Alteracions del metabolisme de les lipoproteines
1.5. Hiperlipémia familiar combinada
1.5.1. Caracteristiques analitiques
1.5.2. Caracteristiques cliniques
1.5.2. Diagnostic
1.5.3. Bases metabdliques
1.5.4. Bases genetiques

1.5.5. Models animals

. Hipotesi i Objectius

2.1. Hipotesi
2.2. Objectius

3. Pacients i Métodes

3.1. Pacients
3.1.1.Criteri diagnostic.

3.1.2.Composicio de les families.

10
10
13
18
21
23
23
24
25
26
27
29
29
31
33
35
37
41

43

45
45

47

49

49
51




3.2. Meétodes 60

3.2.1.Fraccionament lipoproteic. Ultracentrifugacié seqiiencial. 60
3.2.2.Hibridacié amb oligonucleotids especifics (ASO). 63
3.2.3.Determinacié de les concentracions plasmatiques de retinol. 67
3.2.4.Determinacié de l'activitat de I'enzim LCAT. ‘ 68
3.2.5.Determinacié del genotip d'apo E. 70

Vallvé JC, Margalef J, Ribalta J, Turner PR, Masana L. 1996.
Comparacion de la determinacién de genotipos y fenotipos de
las isoformas de apolipoproteina E. Clin Invest Arteriosclerosis 8 .

59-65,
4. Resultats i Discussio 82
4.1. Resum dels Estudis 84
4.2. ESTUDI 1 89

Deteccié i caracteritzacié del fenotip hiperlipémic en infants i
adolescents descendents de pacients amb hiperlipémia familiar
combinada.

Ribalta J, La Ville AE, Heras M, Plana N, Masana L. Hiperlipemia

familiar combinada : Deteccién y caracterizacién del fenotipo
hiperlipémico en nifios y adolescentes. Med Clin (Barc). (En

premsa)

4.3. ESTUDI2 ‘ 107
Estudi de la influéncia del gen de l'apolipoproteina C-lll sobre el
perfil lipoproteic d'individus hiperlipémics i normolipémics
pertanyents a families diagnosticades d'hiperlipeémia familiar
combinada.
Ribalta_J, La Ville AE, Vallvé JC, Turner PR, Humphries SE,
Masana L. A variation in the apolipoprotein C-lll gene is
associated with an increased number of circulating VLDL and IDL
particles in familial combined hyperlipidemia. J Lipid Res. (En

premsa)



4.4, ESTUDI3 129
Estudi de les concentracions plasmatiques de retinol en individus
afectes d'hiperlipémia familiar combinada.
Ribalta J, La Ville AE, Girona J, Vallvé JC, Masana L. Low
plasma vitamin A concentrations in familial combined
hyperlipidemia. (En revisié pel consell editorial de la revista Arch
Intern Med).

4.5. ESTUDI 4 145
Estudi de les lipoproteines d'alta densitat i la seva relacié6 amb
I'activitat de I'enzim LCAT en pacients amb hiperlipémia familiar

combinada .
Ribalta J, La Ville AE, Vallvé JC, Girona J, Masana L.
Lecithin :cholesterol acyltransferase activity is not altered in
familial combined hyperlipidemia. (En revisié pel consell editorial
de la revista Atherosclerosis)

4.6, Resum dels resultats 167

5. Conclusions globals 169

6. Referéncies bibliografiques 173



1. INTRODUCCIO



Introduccio 9

1.1. La cardiopatia isquémica, I'arteriosclerosi i les

hiperlipoproteinémies.

Les malalties cardiovasculars sén la principal causa de morbilitat i mortalitat en el mén
occidental. En podem destacar l'infart de miocardi, I'angina de pit i la mort sobtada. Totes
aquestes patologies sén el resultat d'un procés de lenta i progressiva oclusié de les artéries
que s'anomena arteriosclerosi. L'inici i el desenvolupament de l'arteriosclerosi estan
determinats per la interaccié de factors genétics i ambientals vinculats al control de la
pressio arterial, el sistema de coagulacio, la resposta immunitaria, la resposta inflamatoria i,
de forma especialment rellevant, el metabolisme dels lipids. Alteracions d'aquest
metabolisme poden resultar en elevacions en les concentracions de lipids en sang que
comporten, a la seva vegada, un augment considerable del risc cardiovascular. Encara que
el metabolisme dels lipids es pot veure fortament alterat per factors ambientals com la dieta,
un percentatge important de la poblacié presenta alteracions que tenen una base genética.
Una de les més frequients, i sobre la que tracta aquest estudi, és la que es coneix amb el

nom d'Hiperlipémia Familiar Combinada.
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1.2. Elements del transport i metabolisme dels lipids.

1.2.1. Lipoproteines

Concepte

Les lipoproteines sén complexos macromoleculars que tenen la funcié de vehiculitzar
lipids insolubles en el plasma. Transporten els lipids des del budell i el fetge cap els teixits
periférics i els retornen cap al fetge per a la seva eliminacié en forma de sals biliars.

La particula lipoproteica té un nucli hidroéfob format per lipids no polars, triglicérids i
colesterol esterificat, i una superficie hidrofila que conté colesterol no esterificat, fosfolipids i

proteines. Aquestes proteines reben el nom d'apoproteines o apolipoproteines.

Classificaci6

La classificaci6 de les lipoproteines es basa en les seves caracteristiques
fisicoquimiques i el seu comportament en els processos de purificaci6. Aquests estan
basats en la seva mobilitat electroforética o bé en la seva densitat.

En electroforesi realitzada a pH basic es poden observar tres bandes mobils i una
d'estatica. Les B-lipoproteines amb mobilitat p-globulina, les pre--lipoproteines amb
mobilitat a2-globulina i les a-lipoproteines amb mobilitat a1-globulina. La banda estatica
correspon als quilomicrons.

A partir d'ultracentrifugacié del plasma en gradient de densitat o seqliencialment
s'obtenen les seglents classes de lipoproteines : els quilomicrons de densitat inferior a
0.95 g/ml; les lipoproteines de molt baixa densitat (Very low density lipoproteins,
VLDL) de densitat entre 0.95 g/ml i 1.006 g/ml; les lipoproteines de densitat intermédia
(Intermediate density lipoproteins; IDL) de densitat entre 1.006 i 1.019 g/ml; les
lipoproteines de baixa densitat (Low density lipoproteins, LDL) de densitat entre 1.019 i
1.063 g/ml i les lipoproteines d'alta densitat (High density lipoproteins ; HDL) amb densitat
entre 1.063 i 1.210 g/ml. Les HDL poden diferenciar-se en HDL, de densitat entre 1.063 i
1.125 g/ml i HDL, de densitat entre 1.125 i 1.210 g/ml. Es detecta també una altra classe
lipoproteica, quantitativament poc important, i que se separa entre les densitats 1.080 i

1.100 g/ml anomenada lipoproteina (a) (Lp(a)) (Berg K, 1963). (Taula 1)
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Cadascuna de les bandes obtingudes per electroforesi es correspon univocament amb
les diferents classes de lipoproteines separades per ultracentrifugacio, excepte en el cas de
la Lp(a).

TAULA 1. PROPIETATS FiSIQUES DE LES LIPOPROTEINES PLASMATIQUES

Mobilitat Diametre (nm)  Pes molecular  Densitat

electroforética (Kg/L)
QUILOMICRONS origen 75-1200 4x10° 0.93
VLDL pre-p 30-.80 10-80x10° 0.93-1.006
IDL pre-p 25-35 5-10x108 1.006-1.019
LDL B 18-25 2.3x10° 1.019-1.063
Lp(a) B - pre-p 26-30 4-8x10° 1.050-1.100
HDL, o 9-12 3.6x10° 1.063-1.125
HDL, o 5-9 1.7x10° 1.125-1.210

Extret de Gotto AM et al, 1986; Dolphin PJ, 1985,

Descripcié

Quilomicrons : Son lipoproteines d'origen intestinal d'un gran mida. Més del 85% del
pes de la lipoproteina correspon als triglicérids mentre que només un 2% és proteina. Els
quilomicrons transporten els lipids absorbits en el budell cap el fetge i la resta de teixits. A
més de triglicérids poden transportar colesterol, altres esterols de la dieta i vitamines
liposolubles. La vida mitjana dels quilomicrons en plasma és de l'ordre de minuts. La seva
degradacio resuita en l'aparicié de quilomicrons residuals que sén comparativament més
petits i més rics en colesterol que les particules de les que es deriven. Dos trets

composicionals diferencien els quilomicrons de la resta de lipoproteines. Per una banda
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posseeixen I'apolipoproteina (apo) B-48 que se sintetitza exclusivament en els enterocits. A

més, son les Gniques lipoproteines que contenen ésters de retinol. (Havel RJ, 1994).

Lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL) : Les VLDL sén d'origen hepatic. Els seu
component majoritari, els triglicérids, representa el 55% de la massa de la particula. La
seva funcié més rellevant és la de transportar triglicérids des del fetge a la resta de teixits.
Juntament amb els quilomicrons constitueixen les anomenades "lipoproteines riques en
triglicérids". Contenen una molécula de I'apo B-100 i son més pobres en apos A que els
quilomicrons. A mesura que les VLDL es van degradant disminueix el seu contingut en
apos E, C i triglicérids. Mitjangant técniques com la cromatografia en gel d'agarosa amb
heparina o anticossos contra I'apo E s'han pogut detectar varies subpoblacions de VLDL
amb diferent contingut en apo E i també diferent comportament metabdlic (Gémez
Coronado D et al, 1989).

Lipoproteines de densitat intermédia (IDL): Sén minoritaries en condicions
fisiologiques normals i producte de la degradacié plasmatica de les VLDL. Analisis en gels
de poliacrilamida permeten diferenciar dues subpoblacions que, tal com succeeix amb les
VLDL, so6n funcionalment diferents. La primera d'elles, les IDL-1, sén catabolitzades a LDL.
Les IDL-2 no entren en aquesta ruta catabolica i esdevenen un factor important de risc
cardiovascular (Krauss RM et al, 1987).

Lipoproteines de baixa densitat (LDL) : El seu component majoritari és el colesterol
esterificat que representa un 40% del pes sec de la particula. La seva funcié principal és el
transport de colesterol entre teixits. El seu tnic component proteic és I'apo B-100, de la qual
tenen una sola molécula. Al igual que amb els anteriors tipus lipoproteics es poden
diferenciar subpoblacions de LDL. En concret tres, LDL-l, LDL-Il i LDL-lll. Es interessant
constatar que l'abundancia d'aquestes subpoblacions estd determinada genéticament
(Austin MA et al, 1988). Mentre que en el 85% de la poblacio predominen les LDL-II (patré
A), les LDL-lII (patré B) estan associades a un major risc cardiovascular (O'Brien R, 1994).

Lipoproteines d'alta densitat (HDL): Sén les lipoproteines de menor mida i major
relacié superficie/volum i presenten una alta proporcié de proteines i fosfolipids comparat

amb ésters de colesterol. El nimero d'aquestes particules en plasma és de 10-20 vegades
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superior al dels altres tipus lipoproteics. Hi ha tres subpoblacions que poden identificar-se
per ultracentrifugacio (Levy Rl et al, 1965). Les HDL, s6n la subpoblacié minoritaria . Sén les
de major mida, relativament riques en colesterol i amb un alt contingut en apo E. Les HDL,
son considerablement més petites i la seva proteina majoritaria &s I'apo A-l. Les HDL3 sén
les més denses i abundants. Algunes HDL; només tenen apo A-l, d'aitres només apo A-ll i
la resta totes dues apoproteines (Cheung MC et al, 1984). També podén contenir apos C, D
i E.  Mitjancant ultracentrifugacié en gradient o electroforesi en gel de poliacrilamida es
poden detectar noves subpoblacions : HDL,,, HDL,,, HDL,,, HDLg, i HDL4, de menor a major
densitat i de major a menor mida.

En la Figura 1 es detalla el contingut en lipids i proteina de cadascuna d'aquestes

fraccions lipoproteiques.
1.2.3. Apolipoproteines

Les apolipoproteines (apos) tenen un paper molt important en el metabolisme dels lipids
mitjancant les seves tres funcions més destacades: mantenen l'estructura de les
lipoproteines i faciliten aixi el seu transport a través del medi intern, determinen el desti dels
lipids en ser algunes d'elles reconegudes per receptors especifics de membrana i modulen
l'activitat de determinats enzims (Taula 2). Les apolipoproteines pertanyen a una mateixa
familia genética que es caracteritza per presentar repeticions en tandem de 11 codons (Luo
C-C et al, 1986).

Apolipoproteina A-l : Es l'apolipoproteina més abundant en el plasma huma (100-150
mg/dl). En ser el component majoritari de les HDL la seva concentracié és indicativa de la
d'aquesta lipoproteina. L'apo A-l se sintetitza en el fetge i el budell en forma de pre-pro-
peptid del qual s'escindeix un péptid senyal de 18 aa donant lloc a una pro-apo A-l de 249
aa que surt a la circulacié. La forma madura té 243 aa i un pes molecular de 28 kD.

A més d'estabilitzar les HDL I'apo A-| realitza dues funcions importants. Per una banda
és l'activador de la LCAT (Lecithin cholesterol acyl transferase), l'enzim que esterifica el
colesterol que transporta la propia HDL en la seva superficie (Nichols AV et al, 1985). A
més, se li atribueix el paper de lligand per un receptor o acceptor de membrana (Oram JF et
al, 1983) que s'ha identificat recentment com a membre de la familia dels receptors
Scavenger (Acton S et al, 1996).
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El gen que codifica per I'apolipoproteina A-l es troba en el cromosoma 11 formant part
de I'agregat genétic Al-CIlI-AlV (Figura 3).

Apolipoproteina A-ll : Es la segona proteina més abundant de les HDL i, a diferéncia
de l'apo A-l, la seva concentracid no es correlaciona amb la de la HDL. La seva
concentracié en plasma huma oscil-la entre 30 i 50 mg/dl. Se sintetitza principaiment en el
fetge en forma d'un pre-pro-péptid del que s'escindeix un péptid senyal de 18 aa. El pro-
peéptid que en resulta surt al plasma on és processat per una tiolproteasa (Gordon JI et al,
1986) per donar una apo A-ll madura de 77 aa. L'apo A-ll circula en sang en forma d'un
dimer de 17.4 kD. També pot formar un heterodimer amb l'apo E. Es detecten varies
isoformes de I'apo A-ll segons el seu contingut en acid sialic, la forma més abundant és la
que no en presenta.

Potser degut a la seva gran afinitat pels fosfolipids, 'apo A-Il és capa¢ de desplagar a
I'apo A-l en la superficie de les HDL (Mahley RW et al, 1984). No esta clara la relacié que hi
pugui haver entre aquest fet i la capacitat que l'apo A-ll té d'inhibir la LCAT in vitro.
Experiments amb animals transgénics per I'apo A-ll humana suggereixen que un augment
relatiu d'aquesta apolipoproteina en la HDL s'acompanya d'una disminucié de la seva
eficacia per a realitzar el transport revers de colesterol (Schultz JR et al, 1992).

El gen que codifica per I'apolipoproteina A-ll es troba al cromosoma 1.

Apolipoproteina A-lV : S'associa als quilomicrons i a la HDL tot i que la major part es
troba lliure, no associada a lipoproteines (Dolphin PJ, 1985). La seva concentracié en
plasma és d'uns 15 mg/dl. Se sintetitza al budell en forma de pre-apo A-IV de la que
s'escindeix un péptid senyal de 20 aa que déna una apo A-IV madura de 376 aa amb un pes
molecular de 45 kD. Tot i que aquesta proteina no es glicosila se'n poden trobar diverses
isoformes en la naturalesa.

Se li atribueix una capacitat activadora de la LCAT (Ohta T et al, 1984) i un paper
facilitador de l'intercanvi d'apo C-ll entre HDL i quilomicrons d'importancia en la hidrolisi dels
triglicérids. Estudis amb animals han posat de manifest una certa capacitat de I'apo A-IV de
regular la gana i per tant la ingesta d'aliment (Merrill AH Jr, 1993).

El gen que codifica l'apolipoproteina A-1V es troba al cromosoma 11.
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Apolipoproteina B : Hi ha dues formes d'apo B, I'apo B-48 i I'apo B-100 (Kane JP et al,
1983). L'apo B-48 es troba en els quilomicrons i I'apo B-100 és constituent de les VLDL, IDL
i LDL (Olofsson S-O et al, 1987). L'apo B-48 se sintetitza exclusivament a I'enterocit mentre
que l'apo B- 100 és de procedéncia hepatica. L'apo B-100, que és una de les proteines
monomeriques més grans que es coneixen, té 4.536 aa i un pes molecular de 512 kD. L'apo
B-48 té 2.152 aa i un pes molecular que és el 48% del de I'apo B-100 (Marcel YL et al,
1982). Totes dues estan codificades pel mateix gen perdo el RNA missatger (RNAm)
resultant és processat de forma diferent en fetge o budell (Chen S-H et al, 1987). En el
budell el RNAm pateix una transformacié que consisteix en un canvi de citosina per uracil en
la posicié 2.153 i que genera un codd de parada prematur. Aquest canvi es introduit per un
enzim que rep el nom de APOBEC-1 (Apo B mRNA editing component-1) (Teng BB et al,
1993).

Tant 'apo B-100 com l'apo B-48 son essencials per la sintesi i secrecié de les
lipoproteines de les que formen part. A més, pero, I'apo B-100 té un domini que interactua
amb el receptor LDL (rLDL) i condiciona la destinaci®é metabolica d'aquestes particules.
Aquest domini se situa entorn els aminoacids 3.352 i 3.371 i, per tant, no és present a I'apo
B-48 (Caladaras C et al, 1986). Les apos B, a diferéncia de totes les altres apolipoproteines,
no es transfereixen entre lipoproteines (Schumaker VN et al, 1994).

El gen que codifica per les apolipoproteines B es troba al cromosoma 2.

Apolipoproteines C : Aquesta familia inclou tres polipéptids de baix pes molecular : les
apos C-l, C-ll i C-lll. Es troben en VLDL, quilomicrons i HDL i es transfereixen amb facilitat
entre aquestes lipoproteines. Poden sintetitzar-se al budell tot i que la seva sintesi és
majoritariament hepatica. També se sintetitzen amb un péptid senyal que és escindit
intracel-lularment.

L'apolipoproteina C-l té 57 aa i un pes molecular de 6.500 D, per tant és la més petita de
les apolipoproteines. Es una apolipoproteina minoritaria no glicosilada que es troba a unes
concentracions aproximades de 6 mg/dl en plasma. S'ha observat que in vitro activa la
LCAT i inhibeix la Iipbprote’fna lipasa (LPL) (Jackson RJ et al, 1976). El gen que la codifica
es troba al cromosoma 19.

L'apolipoproteina C-Il se segrega a la circulacié con una molécula de pro-apo C-ll que

pot tenir una (C-l1-1) o dues (C-II-2) molécules d'acid sialic. En el plasma perd |'acid sialic

(C-1I-0) donant lloc a la seva forma majoritaria de 79 aa i 8.850 D de pes molecular.
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Curiosament, aquesta no és la forma madura de la proteina (C-11-1/2) que s'obté després de
la hidrolisi de 6 aa de I'extrem N terminal. Les concentracions d'apo C-ll en plasma ronden
els 4 mg/dl. En la seva regié C-terminal presenta un domini d'interaccié amb la lipoproteina
lipasa de la qual n'és el cofactor activador (LaRosa JC et al, 1970 ; Havel RJ et al, 1970). El
gen que codifica per I'apolipoproteina C-ll es troba en el cromosoma 19.

L'apolipoproteina C-lll és la més abundant de les apos C (8-15 mg/dl) i la trobem a les

VLDL i HDL. Té 79 aa i pot estar associada a 1 o 2 molécules d'acid sialic. L'apo C-lll
acompleix dues funcions importants, modula la interaccié entre I'apo E i els receptors
hepatics (Shelburne F ef al, 1980) i pot inhibir, almenys in vitro, 'activitat de la LPL (Cardin
AD et al, 1982). El gen que la codifica es troba al cromosoma 11 formant part de I'agregat
genétic (cluster) AlI-CIlI-AIV (Figura 3).

Apolipoproteina D : Inicialment se la va denominar apo A-lll i és una apolipoproteina
minoritaria (5-6 mg/dl). La seva sintesi és hepatica i t& un pes molecular de 32 kD (Drayna
DT et al, 1987). Es troba associada a les HDL de major densitat (HDL).

La seva funcid podria estar relacionada amb I'enzim LCAT.

El gen que la codifica es troba al cromosoma 3.

Apolipoproteina E :Té 299 aa i un pes molecular dé 34 kD. La seva concentracié en
plasma és de 3-6 mg/dl i es troba present a totes les lipoproteines excepte la LDL. Se
sintetitza en el fetge i d'altres teixits i de manera escassa en el budell. Tot i que se segrega
al plasma sialitzada, el 80% de les molécules perden l'acid sialic. Hi ha diferents
polimorfismes de l'apo E en humans que provoquen canvis en un o més aminoacids.
Aquests poden ser faciiment identificats per isoelectroenfocament ja que les variants
proteiques presenten diferents punts isoeléctrics (pl). Les isoformes més freqiients en
humans sén les anomenades E2, E3 i E4, respectivament (Warnick GR et al, 1979,
Utermann G et al. 1984a,b).

L'apo E pot reconéixer el LRP (Low density lipoprotein receptor related protein) també
anomenat "receptor de remanents". El domini de reconeixement per aquest receptor es
troba entre els aminoacids 140-150. L'apo E també és reconeguda pel receptor LDL i amb
major afinitat que la propia apo B-100 ja que el rLDL pot reconéixer 4 molécules d'apo E

simultaniament. L'afinitat pel rLDL depén de la isoforma d'apo E. Aixi, les formes E4 i E2
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tenen major i menor afinitat pel rLDL, respectivament, que la forma més comu E3. /n vitro,
I'apo E és capag d'activar la LCAT i d'inhibir la LPL.

El gen que la codifica es troba al cromosoma 19.

Apolipoproteina (a) : Es un péptid molt polimorfic en humans que pot presentar pesos
moleculars des de 400 fins 800 kD (Fless GM et al, 1984). Se sintetitza en el fetge i en el
plasma s'associa a l'apo B-100 mitjangant un pont disulfur conformant I'anomenada
lipoproteina (a) o Lp(a) (Ehnholm C et al, 1972). La concentracié6 de Lp(a) en plasma és
inversament proporcional a al mida de I'apo (a) sintetitzada. Aquesta relacié s'explica per
diferéncies en la produccié i no pas en el catabolisme (Rader DJ et al, 1994) d'aquesta
particula. L'apo (a) presenta una alta homologia amb el plasminogen (McLean JW et al,
1987). Conté dos tipus de dominis semblants als Kringle domains IV i V del plasminogen
(Eaton DL et al, 1987), concretament, una copia del kringle 5 i varies del kringle 4. Aixd
permet que l'apo (a) competeixi amb el plasminogen per la unié als seus acceptors cel-lulars
la qualcosa redueix la produccié de plasmina. La seva homologia estructural també li permet
d'enllagar-se amb la fibrina i -el fibrinogen. La inhibicié que la Lp(a) exerceix sobre la
capacitat fibrinolitica de l'organisme pot significar un allargament de la vida del trombo i

podria relacionar-se amb el risc cardiovascular associat a aquesta particula.
1.2.4. Enzims i proteines transportadores

HMG-CoA Reductasa: Abreviatura de 3-hidroxi-3-metil-glutarii  Coenzim A
Reductasa (EC 1.1.88). Es l'enzim clau en la sintesi plasmatica de colesterol. La seva
activitat esta regulada per les concentracions intracel-lulars d'esterols. Aquesta regulacié es

pot dur a terme tant transcripcionalment com post-transcripcional (Lutton C, 1991).

LCAT (Lecithin :Cholesterol AcylTransferase) : Es un enzim de 59 kD sintetitzat al
fetge. Catalitza la transferéncia de I'acid gras en posicié 2 de la fosfatidil colina o lecitina al
OH-3 del colesterol. El seu activador és I'apolipoproteina A-l (Albers JJ et al, 1981). També
té activitat lisolecitina aciltransferasa, fosfolipasa i colesterol esterasa. La LCAT viatja en el
plasma associada a les HDL i la seva deficiéncia s'associa a concentracions molt baixes
d'aquesta lipoproteina (Rader DJ et al, 1994). La sobreexpressié de la LCAT en animals
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TAULA 2. PROPIETATS FiSIQUES, DISTRIBUCIO | FUNCIO DE LES

APOPOPROTEINES

Apoproteina PM (kD) N° aa Origen Distribucio Funcié

A-l 28 243 Budell, fetge HDL, Qn Activacié LCAT
Unié receptor

A-ll 17 2X77 Budell, fetge HDL, Qn ?

A-lV 46 376 Budell HDL, Qn Activacio LCAT
Intercanvi apo C-
Il
Regulaci6 gana

(a) 400 a 800 Fetge Lp(a) ?

B-100 550 4536 Fetge VLDL, LDL Estructural
Unié receptor
B/E

B-48 275 2.152 Budell Qn, Qr Estructural

CA 7 57 Fetge Q, VLDL, HDL  Activacié LCAT ?
Inhibicié LPL ?

C-li 9 79 Fetge Q, VLDL, HDL  Activacié LPL

C-l 9 79 Fetge Q, VLDL, HDL Inhibicié LPL i
receptor apo B/E
i E

D 33 Fetge HDL Regulacié
LCAT ?

E 34 299 Fetge Q, VLDL, HDL  Unié receptorE i

B/E

Qn = Quilomicrd naixent ; Qr = Quilomicro residual.

Actualitzat de Dolphin PJ, 1985
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transgénics comporta un augment molt important dels ésters de colesterol de les HDL i un

enlentiment del catabolisme de les apos A-l i A-ll (Francone OL et al, 1995).

LPL (Lipoproteina Lipasa): La LPL (EC 3.1.1.34) és una glicoproteina de 67 kD que
se sintetitza a diversos teixits diferenciats (muascul esquelétic, glandula mamaria, teixit
adipés) perd no al fetge. La seva funcid més reconeguda és la hidrolisi dels triglicérids
transportats per quilomicrons i VLDL que realitza en forma de dimer no covalent (Osborne
JC et al, 1985). Els seu activador és I'apolipoprote'l'na'C-II i el seu inhibidor, almenys in vitro,
I'apolipoproteina C-lll (Cardin AD et al, 1982). Actua ancorada a la superficie luminal de les
céllules endotelials que, d'altra banda no poden sintetitzar-la. Altres funcions de la LPL
relacionades amb el metabolisme lipoproteic sén la seva capacitat de retenir lipoproteines
en la paret vascular, de regular la secrecié de lipoproteines (Wiliams KJ ef al, 1991) i
d'actuar com a lligand del LRP (Nykjaer A et al, 1993). La sobreexpressié de la LPL en
animals transgénics resulta en una disminucié dels triglicérids i un augment del colesterol
LDL (Liu M-S et al, 1994).

Lipasa hepatica: La lipasa hepatica (EC 3.1.1.3) és un péptid de 53 kD de pes
molecular que hidrolitza triglicérids i fosfolipids i es troba a les membranes cel-lulars dels
sinusoides hepatics. No necessita cofactors apoproteics i la seva sintesi sembla estar
regulada pel contingut intracel-lular hepatic de colesterol. La seva funcié esta relacionada
amb la conversié hepatica d' IDL a LDL (Nozaki S et al, 1986), amb facilitar la retirada de
quilomicrons remanents del plasma (Diard P et al, 1994) i amb la conversié de HDL, a HDL,.
La sobreexpressi6 de la lipasa hepatica en animals transgénics (Fan J et al, 1994) resulta

en una clara disminucioé de les lipoproteines riques en colesterol.

CETP (Cholesteryl Ester Transfer Protein): La proteina de transferéncia d'ésters de
colesterol és un péptid glicosilat de 476 aa i un pes molecular de 70kD (Hesler C et al,
1987). La CETP s'expressa en fetge, budell i sobretot a la melsa i teixit adipds (Jiang X et al,
1991). La CETP fa de mitjancer en els processos de transferéncia de lipids neutres en el
plasma huma. Aixo inclou la transferéncia reciproca d'ésters de colesterol i triglicérids entre
HDL i LDL i VLDL (Yen FY et al, 1989) i de fosfolipids entre lipoproteines. La deficiéncia
d'aquesta proteina s'associa a nivells elevats de colesterol HDL (Inazu A et al, 1990) i

aquesta associacié s'ha pogut constatar també amb l'estudi d'animals transgénics per la
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CETP (Marotti KR et al, 1992). La comprensié que es té sobre la funcié biologica d'aquesta

proteina és encara molt incerta.
1.2.5. Receptors

Receptor LDL o receptor apo B/E : El descobriment d'aquest receptor va obrir el cami
per qué Goldstein i Brown desvetllessin els mecanismes involucrats en I'homeostasi del
colesterol (Brown MS i Goldstein JL, 1986). El receptor LDL (rLDL) és una glicoproteina de
membrana de 160 kD i 839 aa, abocada a l'espai extracel-lular. Es receptor de dues
proteines, I'apo B-100, Unica proteina de les LDL i I'apo E, present als quilomicrons, VLDL,
IDL i alguna subclasse de HDL. Les lipoproteines riques en apo E tenen molta més afinitat
pel rLDL que les riques en apo B-100 (Innerarity TL et a/, 1978). Un cop completada la seva
sintesi, que es dbéna a totes les cél-lules, els receptors sén desplagats a la superficie
cel-lular on es reuneixen en uns pous recoberts de la proteina clatrina (Coated pits). Aqui és
on reconeixen el seu lligand que posteriorment internalitzen en uns endosomes o pous
recoberts (Coated endosomes). Els receptors es dissocien d'aquesta estructura i sén
reciclats tornant a la superficie cel-lular. Aquesta operacié pot repetir-se unes 100 vegades.
En aquest procés hi intervenen els 5 dominis en que es divideix el receptor. El domini 1 té
292 aa i és el responsable de la unié al ligand. El domini 2, que té 400 aa, presenta
homologia amb I'EGF (Epidermal Growth Factor) i la seva alteracié afecta la unié amb el
lligand i la taxa de recanvi del receptor. El domini 3 té 58 aa i és punt d'unié de cadenes
oligosacarides. El domini 4 té 22 aa hidrofobs que travessen la membrana plasmatica
(Brown MS et al, 1986). El cinque domini té 50 aa responsables de les interaccions proteina-
proteina que manté amb la clatrina dels pous recoberts (Davis CG et al, 1987)

L'expressi6 del rLDL esta regulada per diversos mecanismes. La regulacié per producte
final (Down regulation) que exerceix el colesterol sembla ser la més important (Brown MS et
al, 1986). A més cal considerar la regulacié hormonal (Havel RJ, 1988) i la regulacié per
fosforilacié depenent de proteines quinasa (Kishimoto A et al, 1987).

El receptor LDL és el vehicle de captacié de LDL , i per tant de colesterol, de les cél-lules
dels teixits. Aquest punt queda plenament confirmat amb ['estudi d'animals que
sobreexpressen el rLDL (Hoffmann SL et al, 1988). Encara que degut a la seva capacitat

d'unir apo E el rLDL pot actuar com a receptor de remanents (Wilinow E et al, 1994),
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aquesta no és una de les seves funcions principals tal com demostra el fet que els individus

amb deficiéncia de rLDL no acumulin particules remanents.

LRP (LDL receptor-related protein): Estudis in vivo i in vitro indicaven que els
quilomicrons remanents eren eliminats per les cél-lules hepatiques a través d'un receptor
diferent del receptor B/E (Mahley RW et al, 1981). Aquest va ser identificat com una
proteina de membrana molt semblant al receptor apo B/E (Beisiegel U et al, 1989) i al
receptor de l'alfa-2-macroglobulina activada (Kristensen T ef al, 1990). El LRP és una
proteina de membrana de 4.544 aa i un pes molecular d'uns 500 kD que conté sequéncies
reiterades del receptor apo B/E. El LRP interacciona de forma directa amb 'apo E (Beisiegel
U et al, 1989), la LPL i la lipasa hepatica (Nykjaer A et al, 1994). La unié del LRP amb el seu
lligand és fortament depenent de Ca*. Igual que el receptor apo B/E, la seva activitat
provoca acumulacié d'ésters de colesterol perd aquests no regulen la seva expressi6 en la
superficie cel-lular (Kowal RC et al, 1989). Associada al LRP s'ha identificat una proteina
de 39 kD anomenada RAP (Receptor-Associated Protein) que regula la seva activitat. Totes
dues proteines sén forga abundants en el cervell (Bu G et al, 1994).

Receptor Scavenger: A finals dels anys 70 Goldstein i els seus col-laboradors van
descobrir un receptor que in vitro reconeixia les LDL acetilades (Goldstein JL et al, 1979).
Més tard es veié que tenia afinitat per qualsevol modificacié que representés un fort
increment de les carregues negatives de la LDL. Aixd fa que reconeguin un ventall molt
ampli de lligands i d'aqui els ve el nom de scavenger, o sigui, recollidor de deixalles. Es
divideixen en dos tipus, | i Il. Les funcions fisiolégiques i patofisioldgiques d'aquests
receptors no estan ben establertes perd es creu que participen en tres processos
fonamentals : arteriosclerosi, adhesi6 i defensa. En l'arteriosclerosi el seu paper esta
sobretot relacionat amb I'acumulacié de lipids a l'intima arterial. Em macrofags madurs,
aquests receptors poden estar involucrats en el reconeixement entre céllules o amb la
matriu extracel-lular (Krieger M, 1992).

Receptor VLDL (VLDLr): El receptor VLDL va ser inicialment identificat en conills
(Shimano H et al, 1994) i posteriorment en humans (Sakai J et al, 1994) com un receptor de
lipoproteines que contenen apo E i amb una gran semblanga amb el receptor LDL.

S'expressa en teixits diferenciats (muscul esquelétic, cor, ronyd) que metabolitzen acids
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grassos com a font d'energia i gairebé no s'expressa al fetge (Webb JC et al, 1994). La
transcripcié del gen que codifica aquest receptor no esta regulada pels esterols. La seva

funcié en mamifers és encara incerta.

Receptor HDL : De l'estudi de la uni6 de les HDL amb les membranes de diferents tipus
cel-lulars (Reichil D et al, 1989) es desprenia que aquesta unié estava mitjangada per un
receptor. Aquest receptor ha estat identificat com un receptor scavenger de la classe B
anomenat SR-BI (Acton S et al, 1996) que té una molt elevada afinitat per les HDL i que
s'expressa sobretot en el fetge.

1.3. Metabolisme de les lipoproteines

Un 80% del carboni i I'hidrogen dels substrats energétics es troba en forma d'algun
intermediari lipidic abans de ser oxidats i donar els productes finals. La major part d'aquests
intermediaris lipidics viatgen en la sang en forma d'acids grassos lliures o triglicérids. Aquest
transit el realitzen associats a proteines. L'associacié lipid-proteina més simple és la dels
acids grassos lliures amb l'albimina mentre que del transport de lipids més complexes se
n'encarreguen les lipoproteines. Les lipoproteines acompleixen quatre funcions basiques
relacionades amb el transport dels lipids. Les dues primeres son el transport de triglicérids
d'origen exogen i endogen, respectivament, als teixits. La tercera és el transport de

colesterol al teixits. La quarta és la retirada de I'excés de colesterol d'aquests teixits.
1.3.1  Transport dels lipids exogens

Es la ruta de transport que segueixen els lipids que ingerim amb la nostra dieta i que
duen a terme les lipoproteines conegudes com quilomicrons.

Els triglicérids de la dieta sén digerits per la Ii‘pasa pancreatica per donar B-monoglicérids
i acids grassos lliures que sén absorbits pels enterocits. Els enterocits, a més, absorbeixen
colesterol lliure producte de la hidrolisi dels ésters de colesterol d'origen animal. Aquests
lipids absorbits comencen a associar-se a l'apolipoproteina B-48 immediatament després de
la seva traducci6 i quan aquesta abandona el reticle endoplasmatic (RE). Un augment en la

ingesta de triglicérids no implica un augment en la sintesi d'apo B-48 (Imaizumi K et al,
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1978) siné la secrecié d'unes particules més voluminoses. En un segon pas, el complex apo
B-48-lipids es fusionara amb una vesicula lipidica en un procés dirigit per la proteina MTP
(Microsomal Triglyceride Transfer Protein) (Wetterau JR et al, 1992). La particula resultant
sera transportada a |'aparell de Golgi on sera enriquida en fosfolipids i apos A (Al, All i AlV)
per donar lloc al quilomicré naixent. Aquest abandona la cél-lula i passa a la limfa on
immediatament intercanvia apo A per apos C i E amb les HDL previ al seu pas definitiu al
torrent sanguini.

La hidrolisi d'aquests quilomicrons té lloc a l'endolteli vascular on es déna una complexa
interaccié entre el quilomicro, la lipoproteina lipasa (LPL) i els proteoglicans endotelials
(Olivecrona T et al, 1993). Aquesta hidrolisi resulta en l'alliberament d'acids grassos i glicerol
i €s responsable de la perdua d'un 70% del contingut inicial en triglicérids del quilomicro i de
la disminucié del diametre de la particula. A més, hi ha una cessié de fosfolipids i colesterol
lliure a les HDL dirigida per una proteina transferidora de fosfolipids (LPT-1l) (Tollefson JH et
al, 1988) relacionada evolutivament amb la CETP. Aquesta transferéncia amb les HDL
també afecta les apos C i E. La particula resultant d'aquest procés, més pobre en triglicérids
i apos C i E, s'anomena quilomicré remanent. El temps que transcorre entre la secrecié
del quilomicré i la seva transformacié en quilomicré remanent és, en un individu normal,
d'uns 15 minuts (Stalenhoef AFH et al, 1984).

Els quilomicrons remanents soén retirats de la sang pels hepatocits (Shafi S et al. 1994).
Aquest procés d'endocitosi &s molt eficag i esta dirigit per receptors que reconeixen I'apo E.
D'entre aquests, el LRP és el que es considera responsable de {'eliminacié dels quilomicrons
remanents (Brown MS et al, 1991). La lipasa hepatica facilita el reconeixement entre
quilomicré i receptor enriquint el primer en apo E (Sultan F et al, 1990). A diferéncia del que
passa amb els remanents de VLDL, no es formen "“lipoproteines filles" a partir dels
quilomicrons remanents.

1.3.2. Transpdrt dels triglicérids endogens

Es la ruta de transport dels triglicérids de sintesi hepatica que viatgen en les
lipoproteines conegudes com VLDL.
La via de la VLDL permet que el fetge exporti triglicérids, colesterol, apolipoproteines

intercanviables i tocoferol. Els acids grassos emprats en la sintesi de triglicérids provenen
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de diverses fonts la més important de les quals és la hidrolisi intracel-lular que té lloc en el
teixit adipds. El regulador més potent d'aquesta hidrolisi és la insulina.

La VLDL humana conté una Unica copia d'apo B-100 (Kane JP et al, 1994) i no conté
apo B-48. Durant la traducci6 de I'apo B-100 alguns lipids se li associen. Aquesta associacié
lipid-proteina determinara que I'apo B-100 segueixi acumulant lipid per formar una VLDL o
bé sigui degradada (Thrift RN et al, 1992). Igual que en el cas dels quilomicrons, la proteina
MTP és important en el progressiu acoblament de la VLDL. Un cop repleta de lipids, la
VLDL passa a l'aparell de Golgi on es glicosilen les apolipoproteines (apo B-100, apo C i
apo E). Des d'aqui la VLDL sera transportada a la membrana i alliberada a I'espai de Disse
on comenga l'intercanvi de fosfolipids i apolipoproteines amb les HDL.

Els augments en la sintesi de triglicérids no fan augmentar la sintesi d'apo B-100 siné la
mida de les VLDL. Factors que afecten la sintesi i secrecié de I'apo B-100 s6n la insulina
(Patsch W et al, 1983), que les inhibeix, i els estrogens (Tam S-P et al, 1986), que les
estimulen.

Un cop secretades, les VLDL sén hidrolitzades per la LPL. La vida mitjana d'una VLDL
en plasma és de 30 a 60 minuts (Stalenhoef AFH et al, 1984). La hidrolisi de les VLDL és
modulada per l'apolipoproteina C-lll. L'apo C-lll evita que la VLDL s'uneixi de forma
prematura al receptor LDL. A mesura que la VLDL va perdent el seu contingut en triglicérids
també es va empobrint en apos C. Aixd fa que la LPL sigui cada cop menys eficag. En
aquest punt, la VLDL s'ha convertit en una IDL enriquida en ésters de colesterol.
Aproximadament la meitat d'aquestes IDL, probablement les més riques en apo E, sén
eliminades pels receptors LDL hepatics. La resta es convertiran en unes particules encara

més riques en ésters de colesterol anomenades LDL.
1.3.3. Transport centrifug de colesterol

Es la ruta de transport del colesterol de sintesi hepatica que viatja en les lipoproteines
anomenades LDL. ‘

La lipasa hepatica és I'enzim responsable de convertir els remanents de VLDL en
particules LDL que només contenen un 3-6% de triglicérids. La LDL, a l'igual que la VLDL,
té una sola molécula d'apo B-100 tot i que aquesta presenta una conformacié molt diferent
en els dos casos (Chen GC et al, 1989).
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TAULA 3.CLASSIFICACIO DE LES HIPERLIPOPROTEINEMIES PRIMARIES.

combinada

Hiperlipoproteinémia Etiopatogénia Base metabdlica Prevalenca

HIPERCOLESTEROLEMIES PRIMARIES

Hipercolesterolemia Mutacié receptor LDL { Catabolisme LDL 1/500 Heterozigot

familiar 1 Sintesi LDL 1/10° Homozigot

Apoproteina B-100 Mutaci6 apo B { Catabolisme LDL = 1/500

defectuosa familiar Residu 3.500

Hipercolesterolémia Multifactorial genética { Catabolisme LDL =2/100

poligénica i ambiental 1 Sintesi LDL

Hiperlipémia familiar Desconeguda 1 Sintesi apo B 1/100

combinada ‘

HIPERLIPEMIES MIXTES

Disbetalipoproteinémia Fenotip apo E,;, J Catabolisme IDL 1/10.000

tipus HI

Hiperlipeémia familiar Desconeguda T Sintesi épo B 1/100

combinada

HIPERTRIGLICERIDEMIES PRIMARIES

Deficit de LPL Mutacions LPL | Catabolisme 1/10°
Quilomicrons

Déficit d'apo C-lI Mutacions apo C-l| { Catabolisme =1/10°
Quilomicrons

Hipertrigliceridémia Desconeguda ! Catabolisme VLDL  1/100

familiar moderada

Hipertrigliceridémia Desconeguda { Catabolisme VLDL i

familiar greu quilomicrons

Hiperlipémia familiar Desconeguda 1 Sintesi apo B 1/100

Modificat de Farreras P i Rozman C, 1995,
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i les secundaries. Les formes secundaries son aquelles que no resulten d'alteracions
propies del metabolisme lipoproteic tot i que sovint, perd, coexisteixen amb formes
primaries. En la Taula 3 es detallen les hiperlipémies primaries, el seu mecanisme patogénic
i la seva prevalenga.

D'entre elles destaca, per la seva elevada prevalenga entre la poblacié general i pel poc

coneixement que es té de la seva etiopatogénia, la hiperlipémia familiar combinada.
1.5. Hiperlipémia familiar combinada

La Hiperlipémia familiar combinada (HLFC) va ser descrita per primera vegada el 1973
(Goldstein JL et al, 1973 ; Rose HG et al, 1973) com una sindrome dislipémica detectada en
families de supervivents d'infart agut de miocardi prematur. Entre els propis supervivents
d'infart de miocardi, la HLFC va resultar ser l'alteracié lipidica hereditaria més freqlent
(11.3%) (Goldstein JL et al, 1973). Aquesta alteracié es caracteritzava per elevacions en el
colesterol o els triglicérids plasmatics que també es podien presentar de forma combinada.
A més, els individus afectes podien presentar alteracions associades com ara hipertensio,
obesitat, diabetis o 'anomenada sindrome X, totes elles prevalent en la malaltia coronaria.

Avui es considera a la HLFC com la Hiperlipémia genética més freqilient en I'home i com

un dels factors més influents en el desenvolupament de la malaltia coronaria prematura.
1.5.1. Caracteristiques analitiques

L'analitica de la HLFC esta tipicament associada a elevacions en les fraccions VLDL i
LDL i, molt rarament a quilomicronémia (Brunzell JD et al, 1983). Seguint la classificacio de
Fredrickson (Taula 4) es poden presentar els fenotips lla (elevacions de LDL), llb
(elevacions de VLDL i LDL) i IV (VLDL molt elevada) (Beaumont JL et al, 1970). Una de les
caracteristiques de la HLFC és que el pafré lipoproteic varia entre els membres afectes de
la familia i fins i tot en el propi pacient al llarg del temps. Les élteracions en les lipoproteines
no només afecten la seva concentracié en plasma siné també la seva composicié. Aixi, les
VLDL sé6n més nombroses i petites. Les LDL presenten una heterogeneitat de mides on
predominen unes particules petites i denses pobres en colesterol i riqgues en apo B-100

(Teng B et al, 1983). Les HDL es veuen afectades de forma variable encara que tendeixen a
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estar reduides, sobretot en la fraccié HDL, (Brunzell JD et al, 1983). Sén particularment
caracteristics de la HLFC les alteracions composicionals de la LDL que afecten el seu

contingut proteic (Hiperapobetalipoproteinémia) i la seva mida (subfraccions de LDL).

TAULA 4. CLASSIFICACIO DE LES HIPERLIPOPROTEINEMIES (OMS 1970).

Fenotip Lipoproteina acumulada Hiperlipémia predominant

Tipus | ) Quilomicrons Hipertrigliceridémia

Tipus lla LDL : Hipercolesterolémia
Tipus lb LDL i VLDL Hipertrigliceridemia
Hipercolesterolémia

Tipus Ill IDL Hipertrigliceridémia
Hipercolesterolémia

Tipus IV VLDL Hipertrigliceridémia
Tipus V Quilomicrons i VLDL Hipertrigliceridéemia

Extret de Farreras F, Rozman C, 1995;

Hiperapobetalipoproteinémia: Se la va descriure inicialment com un augment
desproporcionat del contingut d'apo B-100 de les LDL comparat amb el seu contingut en
colesterol (Sniderman A et al, 1980). Ve definida per valors de LDL-apo B > 130 mg/dl i
colesterol LDL < percentil 90 segons edat i sexe (Kwiterovich Jr PO et al, 1993) i pot trobar-
se en pacients tant normotrigliceridémics com hipertrigliceridémics. La rellevancia clinica de
I'hiperapobetalipoproteinémia queda patent en un estudi on se la descriu com el fenotip més
freqlent (34%) entre individus amb malaltia coronaria prematura (Kwiterovich Jr PO et al,
1993). En relacié a la HLFC, una consequiéncia important de la hiperapobetalipoproteinémia
és que resulta en unes LDL més petites, nombroses i denses (Teng B et al, 1983) que han
estat identificades en aquests pacients (Brunzell JD et al, 1983).

Subclasses de LDL : Mitjangant electroforesi de poliacrilamida en gradient, Austin i
col-laboradors (Austin MA et al, 1986 ; Austin MA ef al, 1988) van demostrar que en la
poblacié general es detectaven 2 subpoblacions de LDL. Les del patré A, més grans (< 26.6
nm) i les del patré B, més petites (& 24.8 nm) mentre que en alguns pacients era possible

detectar un patré intermedi.
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El fet que en families dislipémiques I'existéncia de LDL del patré B tripliqués el risc de
patir infart de miocardi de forma no independent a la preséncia d'hipertrigliceridémia (Austin
MA et al, 1987) ha fet que es denominés aquesta subclasse de LDL com el "fenotip
lipoproteic aterogénic" (Austin MA et al/, 1990).

En pacients HLFC el patr6 B de les LDL és especialment predominant en individus amb
hipertrigliceridémia. En els pacients amb HLFC, el patr6 B de les LDL segueix una
distribucié bimodal si se I'estudia en funcié de les concentracions d'apo B. Aix6 suggereix
gue hi ha un subgrup d'individus HLFC amb LDL del patré6 B que tenen una susceptibilitat
genética a nivells més alts d'apo B (Austin MA et al, 1992).

1.5.1. Caracteristiques cliniques

La HLFC és una alteracié extesa entre la poblacié que es presenta amb una freqléncia
del 0.3-2% (Goldstein JL et al, 1973 ; Grundy SM et al, 1987). Representa més del 10% de
les formes d'hiperlipémia genética en supervivents d'infart de miocardi en comparacié al 3%
associat a la hipercolesterolémia familiar. També és la hiperlipémia familiar més frequient
entre pacients d'accident vascular no embolic d'etiologia desconeguda (Bansal BC et al,
1986).

La hiperlipémia familiar combinada, que alguns estudis suggereixen que es transmet de
forma autosomica dominant (Glueck CJ et al, 1973) presenta una clinica molt pobra on
senyals clinics o simptomes caracteristics com xantomes i xantel-lasmes s6n moit menys
freqlients que en altres dislipeémies.

L'expressio de la HLFC, entesa com el desenvolupament d'una hiperlipémia detectada
de forma analitica, no es dona abans dels 20 anys (Goldstein JL ef al, 1973 ; Rose HG et al,
1973) encara que un fenotip equivalent ha estat descrit en descendents de pacients amb
malaltia arterial coronaria (Sniderman A et al, 1985). Tot i que aquest criteri és ampliament
acceptat, hi ha estudis posteriors que suggereixen que aquest fenotip podria manifestar-se
en la infantesa (Cortner JA et al, 1990). ‘

La HLFC tot i estar mancada d'una simptomatologia clara es presenta sovint associada a

sindromes com la hipertensio dislipémica familiar (HDF) i la sindrome metabélica.
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Hipertensié dislipémica familiar: Aquesta sindrome d'hipertensié prematura (< 60
anys) pot anar acompanyada d'alguna de les segtients alteracions lipidiques : a) Elevacions
del colesterol LDL b) Elevacions dels triglicerids ¢) Disminucié del colesterol HDL (Williams
RR et al, 1988). Arrel d'aquesta observacié Hunt i col-laboradors van explorar la possibilitat
d'un vincle amb la HLFC (Hunt SC et al, 1989) que va demostrar que un 30% dels pacients
amb HDF presentaven el fenotip HLFC. La major part d'aquests individus presentaven
també hiperinsulinémia. Aix0 suggereix que la hiperlipémia, la hipertensié i la

hiperlinsulinémia poden tenir una base genética comu.

Sindrome metabolica : El terme original de sindrome X va ser proposat per Reaven
(Reaven GM, 1988) per descriure un conjunt d'alteracions que podien aparéixer plegades :
resisténcia a la insulina, intolerancia a la glucosa, hiperinsulinémia, elevacions en la VLDL,

disminucions en la HDL, hipertensié i obesitat.
Sembla, doncs, que la hiperapobetalipoproteinémia, la hipertensié dislipémica familiar, la
sindrome metabodlica i la hiperlipémia familiar combinada comparteixen una série de

caracteristiques encara que no es coneix en quin grau ho fan (Figura 2).

Figura 2

Hiperapobetalipoproteinémia

Hipertensié
dislipémica familiar

Sindrome LDL tipus B

metabolica

Extret de Kwiterovich PO Jr, 1993
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1.5.2. Diagnostic

Alguns autors han suggerit que el fenotip 1lb d'hiperlipémia mixta podria ser un marcador
especific per a la hiperlipémia familiar combinada (Nikkila EA et al, 1973 ; Glueck CJ et al,
1973). Abans, perod, cal descartar la possibilitat d'una hiperlipémia secundaria a : diabetis
mellitus, malaltia hepatica, hipotiroidisme, malaltia renal, malabsorcio, obesitat (Brunzell et
al, 1974), ingesta excessiva d'alcohol (Phillips NR et al, 1981) o I'is de medicacié que pugui
influenciar el perfil lipoproteic (corticosteroides, andrégens, beta-bloquejants) entre d’altres.

El patré més consistent de diagnostic inclou (Brunzell JD et al, 1984):

1. Muiltiples tipus d'hiperlipémia dins d'una mateixa familia.

2. Historial familiar de malaltia coronaria prematura (< 60 anys).

A més hi ha d'altres parametres bioquimics i caracteristiques cliniques que recolzen el
diagnostic de la HLFC (Taula 5). Un diagnéstic segur haura de tenir sempre en compte

l'estudi de la familia del pacient.

TAULA 5. CARACTERISTIQUES CLINIQUES | BIOQUIMIQUES DE DIAGNOSTIC.

Caracteristiques cliniques i bioquimiques que donen suport al diagndstic de la HLFC

—

. Mdiltiples tipus d'hiperlipémia en familiars de primer grau.

2. Antecedents familiars d'arteriosclerosi prematura.

w

. Concentracions elevades d'apo B plasmatica.

E-N

. Abséncia de xantomes en familiars de primer grau.

[8)]

. Abséncia d'hiperlipémia en familiars menors de 20 anys.

6. Preséncia de fenotips lia, llb, IVo V.

~J

. Baixa relacié LDLc / apo B.

(o)

. Baixes concentracions de HDL2.

LDLc = colesterol LDL . Extret de Castro Cabezas ef al, 1992.
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Quan es descarta una hiperlipémia secundaria cal incloure en el diagndstic diferencial la
hipertrigliceridémia familiar (HTGF), la disbetalipoproteinémia familiar (DF) i Ia
hipercolesterolémia familiar (HF) (Taula 6).

HLFC: Sobreproduccid de VLDLs normals i més aviat petites. Nivells plasmatics
d'apo B elevats (Brunzell JD et al, 1983). Forta associacié amb arteriosclerosi prematura.

HTGF: Produccié normal de VLDLs riques en ftriglicérids. Nivells d'apo B normals.
Poca associacié amb arteriosclerosi prematura (Brunzell JD et al, 1989).

DF : Acumulacié d'IDL. Homozigositat per apo E2/E2 (Weisgraber KH et al, 1982)
encara que també s'han descrit altres mutacions en el gen de I'apo E (Zannis VI et al, 1980).
Preséncia de xantomes. Colesterol elevat en VLDL i disminuit en LDL (gregg RE et al, 1988)

HF : Acumulacid de LDL aillada. Possible preséncia de xantomes (Brown MS et al,
1973). Poden presentar sovint xantel-lasmes i arc cornial. Es manifesta aviat en la vida del

pacient.

TAULA 6.DIAGNOSTIC DIFERENCIAL DE LA HLFC.

HLFC HTGF DF HF
Arteriosclerosi prematura ++ + ++ ++
Xantomes
Tendé d'Aquiles - - * +
Tendons extensors - - + +
Palmells - - * +
Tuberés - ' . + +
Sobreproduccié apo B + - - -
Funcié deficient del rLDL - - + +
Hiperlipémia <20 anys - + - +

+ + Sempre present + Present + Pot presentar-se rLDL = Receptor LDL

Extret de Castro Cabezas et al, 1992,

Alguns d’aquests criteris s6n avui motiu de debat i la seva validesa es discuteix en algunes
seccions d’aquest treball.
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1.5.3. Bases metaboliques

Encara que letiopatogénia de la hiperlipémia familiar combinada és encara
desconeguda, hi ha alguns trets metabdlics que s'han trobat de forma consistent en un
nombre considerable d'aquests pacients, si bé no en tots. Aixd fa pensar que aquests
mecanismes poden estar involucrats en l'etiologia d'aquesta alteracié. Aquests trets sén la
sobreproduccié hepatica d'apolipoproteina B, el retard en I'aclariment de lipoproteines post-

pandrials i 'estat d'heterozigositat per la deficiéncia de LPL.

Sobreproduccié hepatica d'apolipoproteina B-100

Diversos estudis cinétics, els primers d'ells emprant isétops radioactius (Chait A et al,
1980 ; Janus ED et al, 1980) i alguns de posteriors utilitzant isotops estables (Cortner JA et
al, 1991 ; Venkatesan S ef al, 1993), indiquen que hi ha una sobreproduccié hepatica d'apo
B-100, que resulta en un augment del nombre de particules VLDL, en pacients diagnosticats
d'HLFC. Aquesta és wuna caracteristca que la HLFC comparteix amb Ila
hiperapobetalipoproteinémia, on també s'ha descrit una major sintesi de VLDL apo B i un
major pool de particules VLDL (Teng B et al, 1986).

Un aspecte important d'aquests treballs és que es va descriure que en totes dues
alteracions el catabolisme de les VLDL era més lent. Molt lent en el cas de la
hiperapobetalipoproteinémia i homeés lleugerament en la HLFC. Aquest fenomen ha estat
confirmat recentment en el cas de la HLFC (Aguilar-Salinas CA et al, 1997).

L’'augment en la sintesi de VLDL apo B té com a consequiéncia un increment de
particules LDL sense que aixd estigui acompanyat de cap defecte en el catabolisme
d’aquestes particules. Ja s’ha comentat anteriorment que les LDL obtingudes en aquestes
condicions sén més petites i denses.

No es coneix quin mecanisme hi ha implicat en aquest procés de sobreexpressid
hepatica tot i que s’ha proposat que hi podria haver involucrats defectes en el tractament
post-traduccional de la proteina (La Belle M et al, 1990). Aduesta afirmacioé es basa en el
menor grau de glicosilacié que les LDL del tipus B presenten respecte a les del tipus A i que
implicaria alteracions en el procés d'elaboraci6 de la LDL a través del reticle endoplasmatic i

l'aparell de Golgi.
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Una altra hipotesi més versemblant esta relacionada amb un augment del flux d'acids
grassos lliures cap el fetge i es discuteix en el segiient apartat sobre el retard en I'aclariment

post-pandrial.

Retard en I'aclariment de lipoproteines post-pandrials

Es caracteristic de la hiperapobetalipoproteinémia (Genest J et al, 1986) i de la HLFC
(Castro Cabezas M et al, 1993a) un retard en l'aclariment de lipoproteines post-pandrials
riques en triglicérids (quilomicrons) fortament associat a les concentracions plasmatiques
basals d'apo C-lll.

En tots dos casos aixd provoca un augment anormal en les concentracions plasmatiques
post-pandrials d'acids grassos lliures que sovint s'observa associat a un fenomen de
resisténcia insulinica (Sniderman A et al, 1987 ; Castro Cabezas M et al, 1993b).

Actualment s'especula amb la possibilitat que aquest augment elevaria el flux d'acids
grassos cap el fetge i estimularia la sintesi hepatica de triglicérids i, per tant, la sintesi de
VLDL.

Baixa activitat de la lipoproteina lipasa

Babirak i col-laboradors van ser els primers de proposar que l'estat d'heterozigositat per
la deficiéncia de LPL podria trobar-se en un subgrup de pacients HLFC (Babirak SP et al,
1989). En concret van trobar els fenotips IV i llb en individus amb valors de massa i activitat
post-heparina de la LPL que corresponien aproximadament a un 50% de la normalitat.
Aquests fenotips hiperlipémics, a més, variaven al llarg del temps. El mateix Babirak va
estimar més tard que 1/3 dels pacients HLFC podrien presentar aquest defecte (Babirak SP
et al, 1992).

Les alteracions en l'activitat de la LPL tindrien 3 implicacions fisiologiques i metaboliques
fonamentals :

Per una banda afectaria el que és la funcié més ben coneguda de la LPL, és a dir, la
hidrolisi de triglicérids per donar una molécula de glicerol i acids grassos lliures (Auwerx J et
al, 1992).

En segon lloc afectaria el nombre de particules VLDL que, un cop sintetitzades, serien
alliberades a la sang. Williams i col-laboradors van demostrar que una part important de les
VLDL sintetitzades era immediatament recaptada per les cél-lules hepatiques, in vitro

(Wiliams KJ et al, 1991). Aquesta recaptacié estava provocada per modificacions en la
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lipoproteina induides per la LPL. Un funcionament reduit de la LPL podria resultar, doncs,
en una aparent sobreproduccié de VLDL.

En dltim lloc podria afectar la retirada de remanents de lipoproteines en triglicérids que
es veu facilitada per la unié de la LPL als proteoglicans situats en la superficie cel-lular i

adjacents als receptors hepatics (Eisenberg S et al, 1992).

Integrant tota aquesta informacié es podria hipotetitzar que en aquests pacients hi ha un
flux exagerat d'acids grassos cap el fetge que estimula la sintesi d'apo B. Aix0 resulta en
una hipersecrecié6 de VLDL que provoca hipertrigliceridémia. El posterior processament
d'aquestes VLDL explicara els diferents fenotips observats. Si també hi ha augment de la
lipolisi es potencia la formacié de LDL (fenotip lla), quan la lipélisi no pot compensar la
sobreproduccié e VLDL hi ha una hipertrigliceridémia aillada (fenotip 1V). El cas intermedi
donara lloc al fenotip llb.

Aguesta és una hipotesi versemblant perd que no explica quins factors determinen el

grau de lipolisi o d'aclariment de les lipoproteines remanents.
1.5.5. Bases genétiques

La preséncia d'un component genétic en la HLFC es posa de manifest amb elements
com l'existéncia d'antecedents familiars de cardiopatia isquémica prematura o la presencia
de diversos individus afectes dins d'una mateixa familia. Sén diverses les estratégies que
s'han utilitzat per conéixer les caracteristiques genétiques d'aquesta alteracié.

Una d'elles es basa en les anomenades Complex segregation analysis, o analisis de
segregacid complexa, on es dissenyen models genétics hipotétics i es posen a prova
aplicant-los a families afectes. Els resultats obtinguts emprant aquesta metodologia fan
pensar que hi ha un gen (desconegut de moment) amb un efecte molt important sobre els
triglicerids en la HLFC (Cullen P et al, 1994). Altres estudis suggereixen l'existencia d'un
locus amb un efecte important sobre les elevacions plasmatiques d'apo B especifiques de la
HLFC (Jarvik GP et al, 1993). No s'ha trobat, pero, cap evidéncia d'un gen que tingui un
efecte similar sobre el colesterol. S'ha senyalat que hi hauria in Jocus responsable de les

elevacions plasmatiques d'apo B i un de diferent que actuaria sobre el fenotip de les LDL
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(Austin MA et al, 1991) i que tots dos tindrien un efecte additiu en I'expressié de la HLFC
(Jarvik GP et al, 1994).

Una metodologia més extesa és la que es basa en I'estudi de gens candidats. Aquests
gens es consideren candidats a ser portadors d'una variant genética que participi en
I'etiologia de la HLFC degut al paper que la proteina que codifiquen té en la fisiopatologia de
l'alteracié. Aquestes variants o mutacions genétiques, que si sén relativament frequents en
la poblacid general s'anomenen polimorfismes geneétics, poden ser responsables d'un
canvi estructural en la proteina introduint alhora un canvi funcional que es relacioni amb la
malaltia. Es possible també que aquestes mutacions no alterin la proteina que codifiquen
perd que estiguin relacionades amb la preséncia de la malaltia o amb algun tret clinic o
analitic. En aquests casos es diu que la mutaci6 o polimorfisme esta en desequilibri d'unié
amb la mutacié responsable del tret o la malaltia estudiats. La preséncia de desequilibri
d'unié entre una mutacié i un tret és indicatiu que en una regié proxima a la de la mutacié
detectada es troba la mutacié funcional, és a dir la que altera l'estructura o I'expressié de
la proteina, responsable de l'alteracié que estem estudiant.

Sén tres els gens o regions genétiques que s'han estudiat més a fons en relacié a la
HLFC : el gen de l'apo B, el gen de la lipoproteina lipasa i I'agregat o cluster genétic que
conté els gens de les apo A-l, C-lll i A-IV (Figura 3). L'eleccidé d'aquests gens candidats s'ha
fet sobre la suposicid que les concentracions elevades d'apo B en plasma d'aquests
pacients sén el resultat d'un dels segients processos : sobreproduccié d'apo B en el fetge,
lipolisi deficient de les VLDL relacionada amb un mal funcionament de la LPL, unié deficient

de I'apo B al receptor LDL o un defecte en el propi receptor.

Figura 3

Agregat genetic AI-CllI-AIV - Cromosoma 11

A-lV

La fletxa indica el sentit de transcripci6 de cada gen.
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Gen de I'apolipoproteina B

Fetes aquestes precisions, el gen de I'apo B semblava en un principi ser el candidat més
logic a afectar les seves propies concentracions en plasma. No obstant, els estudis realitzats
fins ara indiquen clarament que el gen de l'apo B no és el gen clau en la regulacié de les
concentracions plasmatiques d'apo B (Coresh J et al, 1992) aixi com tampoc és responsable
de les LDL aterogéniques del tipus B (LaBelle M et al, 1991). Aquests resultats han estat
també constatats en relacié a la hiperlipémia familiar combinada (Raugh G ef a/, 1990 ;
Austin MA et al, 1991).

Gen de la lipoproteina lipasa

L'interés en l'estudi d'aquest gen es va suscitar arrel del descobriment que un subgrup
de pacients heterozigots per la deficiéncia de LPL presentaven un fenotip lipoproteic
semblant al de la HLFC (Babirak SP et al, 1989). L'existéncia de baixa activitat LPL en
pacients HLFC ha estat confirmada amb posterioritat (Seed M et al, 1994), no obstant,
estudis genetics duts a terme en pacients HLFC (Gagné E et al, 1994) i en pacients HLFC
amb baixa activitat LPL (Nevin DN et al, 1994) indiquen d'una forma prou convincent que
mutacions en el gen de la LPL no sén la principal causa de les alteracions de la LPL
associades a la hiperlipemia familiar combinada. El que van fer aquests treballs va ser
suggerir que les alteracions en l'activitat LPL que presentaven alguns pacients HLFC eren
d'origen funcional. Aixo va centrar part de l'interés en les proteines reguladores de I'activitat
d'aquest enzim, les apolipoproteines C-Il i C-lll, sobretot en aquesta Ultima per motius que

s’exposen a continuacio.

Agregat genétic Al-CIII-AIV

L'interés de I'agregat AI-CIII-AlV en relacié a la HLFC el marca un estudi publicat per
Woijciechowski i col-laboradors (Wojciechowski AP et al, 1991) on es descrivia un marcador
genétic (Xmnl) que co-segregava amb la HLFC en set families estudiades. Tot i que alguns
aspectes sobre el disseny d'aquest estudi sén qt’iestionables i-que els resultats no han estat
confirmats amb posterioritat (Wijsman EM et al, 1992) aquest va ser el punt de partida d'un
gran nombre d'estudis sobre la variabilitat genética d'aquesta regié. Aquests estan referits
sobretot al gen de Il'apo A-l, on s'han detectat variacions relacionades amb les
concentracions d'apo A-l i colesterol HDL (Sigurdsson G Jretal, 1992 ; Xu CF et al, 1993), i
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al gen de I'apo C-lll on les variacions es relacionen amb les concentracions de la propia apo
C-lll i dels triglicérids (Shoulders CC et al, 1991 ; Ordovas JM et al, 1991).

En relacié a la HLFC s'ha trobat que variacions en aquesta regié genética modulen les
concentracions de triglicérids (Xu CF et al, 1994) i les de colesterol LDL (Dallinga-Thie G et

al, 1996).

Dins de l'estudi de les bases genétiques de la HLFC no només soén importants les
alteracions en la seqtiéncia del gen que puguin modificar I'estructura o I'expressié de la
proteina, també ho son aquells mecanismes que regulen la transcripcid, i per tant de sintesi,
d'aquestes proteines. En el context de la HLFC un d'aquests mecanismes és especialment

rellevant ja que controla I'expressid, entre d'altres, dels gens de la LPL i I'apo C-lii.

El sistema de regulacio PPAR/RXR

Els gens de la LPL i l'apo C-lll s6n regulats per agents com els fibrats o els acids
grassos de la dieta (Auwerx J et al, 1996). Aquests tenen un efecte estimulador sobre el gen
de la LPL (Schoonjans K et al, 1996) i inhibidor sobre el gen de I'apo C-lll (Staels B et al,
1995). Més concretament, la pertorbacié6 metabolica que indueixen aquests factors provoca
I'activacié d'una classe de proteines que pertanyen a la superfamilia de receptors nuclears
PPAR (Peroxisome proliferator activated receptors) (Schoonjans K et al, 1996). Aquestes
formen heterodimers amb el RXR (9-cis-retinoic acid receptor) que reconeixen regions
especifiques dels promotors dels gens esmentats i que, per tant, controlen la seva
expressid. Aquests dos elements, PPAR i RXR, han d'ésser activats per promoure aquest
efecte regulador. Els PPARs s'activen, tal com s'ha dit, a partir de l'accié6 d'agents
hipolipemiants com els fibrats o d'altres estimuls dietético-ambientals. El RXR és activat per
I'acid retinoic, la forma activa intracel-lular de la vitamina A (Figura 4).

Per tant hom podria interpretar que la regulacié d'aquests gens, i per extensié del
metabolisme dels ftriglicérids, esta regulada per un sistema l'eficacia del qual podria
dependre de la disponibilitat de vitamina A.
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Figura 4
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1.5.5. Models animals

Només hi ha un model animal acceptat com a model de la hiperlipémia familiar
combinada. Aquest és el conill hiperlipémic desenvolupat al St. Thomas Hospital per La Ville
i col-laboradors (La Ville AE et al, 1987). Aquest conill és una soca hiperlipémica del conill
New Zealand White que pot presentar hipercolesterolémia i/o hipertrigliceridémia, patrons
lipoproteics variables, arteriosclerosi prematura, sobreproduccié hepatica d'apo B en VLDL i
LDL i activitat del receptor LDL normal. ‘

Les noves técniques de manipulacié genética que permeten obtenir animals que
sobreexpressen una proteina humana (transgénics) o que estan mancats d'un gen concret
(knockout) tot i que son molt utils per conéixer la funcié fisiologica de determinades

proteines no han permés encara obtenir un model genéticament manipulat de la HLFC. No



42 i Introduccio

obstant les caracteristiques d'alguns ratolins on s'han manipulat els gens d'apolipoproteines
humanes fan pensar que aix6 pot ser possible en un futur. Aixi, el ratoli knockout per I'apo
A-ll té baixes concentracions plasmatiques d'acids grassos lliures, glucosa i insulina aixi
com un augment en la retirada de remanents. El cas contrari és caracteristic de fa HLFC,
per tant, aquests resultats suggereixen que un excés d'apo A-ll podria provocar un fenotip
semblant al de la HLFC (Weng W et al, 1996). Un segon exemple és el del ratoli transgénic
per I'apo C-I humana que desenvolupa hiperlipémia combinada (Shachter NS et al, 1996).
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2.1. Hipotesi

Alteracions dels gens de les apolipoproteines codificades en I'agregat genétic Al-ClIl-
AlV i dels seus mecanismes de regulacié participen en la patogénia de la hiperlipemia

familiar combinada.

2.2. Objectius

Aquest treball t& com objectiu general millorar el coneixement d'aspectes metabdlics i
genetics de la hiperlipémia familiar combinada que contribueixin a entendre la seva

etiopatogénia. Els objectius concrets han estat:

o Estudiar la relacié entre el polimorfisme C,4-T del gen de I'apolipoproteina C-lll i el
perfil lipoproteic dels pacients amb HLFC.

o Mesurar les concentracions plasmatiques de retinol en pacients amb HLFC com a
indicador de possibles alteracions dels mecanismes de regulacié génica depenents
d’'acid retinoic.

o Estudiar la relacié entre les HDL d'aquests pacients, l'activitat de I'enzim LCAT i el
polimorfisme G_;5-A del gen de l'apolipoproteina A-l.

Objectius secundaris:

o Determinar la prevalenga d'’hiperlipémia entre els descendents dels pacients amb

HLFC i caracteritzar el seu perfil lipoproteic.

o Comparar diferents métodes per a determinar les isoformes de I'apolipoproteina E.
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3.1. Pacients

Els 16 pacients HLFC del present estudi es van seleccionar del Dispensari de Lipids de
'Hospital Universitari de Sant Joan de Reus. Un cop identificats es van reclutar les seves
families amb un total de 106 individus. D'aquests, 32 van ser hiperlipémics i 74

normolipémics.

3.1.1. Criteri diagnostic

Es va diagnosticar HLFC a tots aquells individus amb concentracions plasmatiques de
colesterol i triglicérids superiors a 6.4 mmol/l i 2.8 mmol/l, respectivament, i amb almenys un
familiar de primer grau amb colesterol o triglicérids plasmatics superiors als esmentats
valors. Dos mesos abans de l'estudi els pacients van deixar de prendre farmacs
hipolipemiants tot i que van seguir les dietes recomenades. En la taula 1 es mostren els

seus valors lipidics en el moment de la seleccié (A) i a l'inici de I'estudi (B).

TAULA 1. Valors lipidics, en mmolfl, dels 16 pacients HLFC.

Familia Pacient Edat Sexe Chol Trig HDLc ApoE
A/B A/B

1 1 51 H 71165 31729 1.2 3/4
2 2 29 H 8.1/6.8 3.0/20 1.1 3/3
3 3 54 D 8.7/6.0 48126 1.7 3/3
4 4 48 H 8.7/82 33/33 1.4 3/4
5 5 42 H 6.9/6.5 6.5/2.1 1.0 3/3
6 6 44 H 6.4/58 50/24 0.9 3/3
7 7 54 H 78/6.5 6.6/2.0 1.1 3/3
8 8 59 D 7.0/6.1 44/238 1.6 313
9 9 62 H 83/6.7 3.3/31 1.1 3/3
10 10 47 H 7.3/6.3 45/3.2 0.7 3/4
11 11 46 H 6.9/6.7 6.8/2.2 0.7 3/4
12 12 57 D 94176 32/29 1.3 3/3
13 13 51 H 78/8.2 3.6/3.5 21 3/4
14 14 53 H 6.3/5.2 9.1/15 1.7 313
15 15 36 H 6.6/6.3 39/1.9 0.9 3/13
16 16 32 H 98/76 59/21 0.9 3/3
16 48(9) 7.7(1.0) 4.8(1.7) 1.2(0.4)

Es va excloure tots aquelles individus amb hiperlipémies secundaries i es va determinar el

genotip d'apo E per detectar una possible hiperlipémia tipus Ill.
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3. 2. Métodes

En aquest apartat es descriuen en detall les técniques més rellevants emprades en
aquest estudi. Donat que el format de determinades revistes cientifiques exigeix que Ila
metodologia utilitzada sigui referenciada i presentada de forma resumida, aquesta seccié

recull tots els detalls metodologics no contemplats en els articles.

3.2.1. Fraccionament lipoproteic. Ultracentrifugacio seqiiencial.

El perfil lipoproteic dels individus estudiats es va obtenir pel métode d'ultracentrifugacio
sequencial preparativa (Havel RJ et al, 1955). Aquest métode es basa en la diferent
flotabilitat que tenen les particules lipoproteiques sotmeses a forga centrifuga. Per a la
separacié es va utilitzar una ultracentrifuga model Teknicon T-1055 i un rotor 45'6 Kontron

(Kontron, Suissa). Es van emprar tubs de polialdmer, d'una capacitat de 6 mi.

Aillament de les VLDL (0.95 - 1.006 g/ml)

Les VLDL es van aillar a partir de 2 ml de plasma als que es van afegir 3ml de solucié de
densitat 1.006 g/ml en capa. Es van centrifugar a 37.000 rpm, a 4°C durant 20 hores.
Després es van recollir 2ml del sobrenedant que contenien les lipoproteines de densitat

inferior a 1.006 g/ml.

Aillament de les IDL (1.006 - 1.019 g/ml)

Als 3 mi d'infranedant de densitat 1.006 g/ml que restaven s'hi va afegir 1 ml de solucié
de la mateixa densitat. Es va afegir 1 ml de solucié de densitat 1.071 g/mi per obtenir una
densitat mitjana de 1.019 g/ml que després de la centrifugacié a les mateixes condicions

permetés de recollir les IDL.

Aillament de les LDL (1.019 - 1.063 g/ml)
Es va repetir el procés anterior pero es va afegir 1 ml de solucié 1.239 g/ml. Després de

la ultracentrifugacié es van recollir els 2 ml del sobrenedant que contenien les LDL.
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Aillament de les HDL (1.063 - 1.210 g/ml)

Es van afegir 2 ml de solucié 1.063 g/ml i 1 gram de bromur sodic (NaBr). Després de la

ultracentrifugacié a 37.000 rpm, 4°C i 40 hores es va obtenir la fraccié que contenia les HDL.

REACTIUS | SOLUCIONS

Solucié conservant
0.5 g cloramfenicol levogir pur
1.0 g sulfat de gentamicina

4.1 g EDTA Nap
100 ml aigua destil-lada

pH 7.4

Utilitzar 10 pl de solucié per cada ml de mostra.

Solucions de densitat

Densitat 1.006 (g/ml) :
20.7 g NaCl
0.2 g EDTA Nap
2mIiNaOH 1M
2 L aigua destil-lada

Densitat 1.239 (g/ml) :
328 g NaBr
1 L aigua destil-lada

Densitat 1.019 (g/ml) :
4:1, 1.006-1.071

Densitat 1.063 (g/ml) :
4:1, 1.019-1.239

Densitat 1.071 (g/ml) :
4:1, 1.239-1.019

Densitat 1.291 (g/ml) :
410 g NaBr

1 L soluci6 1.063 g/mi
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EQUACIONS PER A LA ULTRACENTRIFUGACIO SEQUENCIAL
. Equacié de Radding - Steinberg (Radding CHM i Steinberg D, 1960)
VoDg + X =d(Vp + Vx)

On X és la quantitat de NaBr a afegir, en grams, Vg és el volum inicial en ml, Dg la densitat inicial, d la

densitat desitjada i Vy el volum especific aparent del NaBr en la soluci6 final.
Il. Equacio de Havel (Havel RJ et ak, 1955)
(AY) + (BZ) = (A + B) X
On A és el volum de sérum o infranedant, B el volum de soluci6 de densitat, Y la densitat de la mostra

que ha de ser modificada, Z la densitat de la solucié de densitat i X la densitat de la barreja o densitat

desitjada.

Precipitacio selectiva de les HDL

S'utilitzen dues solucions de polietilénglicol (PEG) que difereixen en la seva concentracié
i el seu pH. Amb la primera de les solucions es precipiten les lipoproteines que contenen
apo B (LDL i VLDL) i aixo permet recuperar en el sobrenedant la HDL total. En una reaccié
paral-lela, i mitjangcant la segona de les solucions, es precipiten totes les lipoproteines
excepte la HDL;. Després es determina la concentracié de colesterol en la HDL total i la
HDL,. La diferéncia entre aquests valors ens permetra saber el colesterol contingut en la
fraccié HDL,.
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3.2.2. Hibridacio amb oligonucleotids especifics (ASO).

Aquesta técnica permet determinar el genotip d'un individu per una regié polimoérfica
concreta del genoma. Es una técnica que es basa en I'amplificacié de la regié que conté el
polimorfisme mitjangant la técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction), la transferéncia
d'aquest ADN amplificat a un suport solid (membrana de nil6) i la hibridacié d'aquest ADN
amb dues sondes, una amb la seqliéncia salvatge i I'altra amb la seqliéncia mutada.

Un dels trets caracteristics d'aquesta técnica és que permet determinar de forma

simultania el genotip d'un elevat nombre d'individus.

Amplificacié mitjangant la PCR
La seqléncia dels oligonucledtids emprats i les condicions pel que fa a temperatura,
temps i nUmero de cicles estan descrites en la seccié Resultats i Discussio dins dels estudis

2 i 4 en els que aquesta técnica ha estat emprada.

Doble transferéncia de I'ADN a una membrana de nilé

L'objectiu d'aquesta técnica és transferir 'ADN amplificat d'un suport semi-solid com és
un gel d'agarosa a un suport solid i manejable com és una membrana de nil6. Aquesta
transferéncia facilitara en gran manera totes les operacions posteriors. Un altre aspecte
important d'aquesta transferéncia doble és que permet tenir dues membranes amb copies

idéntiques d'ADN. Els passos a seguir es descriuen a continuacio :

1. Mantenir el gel durant 40 minuts en solucié desnaturalitzant i agitacié orbital.

2.  Disposar el gel sobre una superficie solida.
Disposar una membrana de nilé6 Hybond N* (Amersham), sense sucar en soluci
desnaturalitzant, sobre el gel. Fer unes marques sobre la membrana que permetin
identificar amb posterioritat la part inferior i la superior.

4. Disposar a sobre de la membrana un paper Watman 3M sucat en solucié
desnaturalitzant.
Cal evitar que en els passos 3 i 4 quedin bombolles.

6.  Posar un gruix de 4 cm de paper absorbent.
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10.
11.
12.
13.

Donar la volta a 'estructura de manera que el paper absorbent quedi en contacte amb
el taulell i I'altra cara del gel a la superficie.

Repetir l'operacié (passos 1-6) sobre la cara lliure del gel.

Esperar unes 4 hores per a que es produeixi la transferéncia.

Retirar les dues membranes i posar-les en solucié desnaturalitzant durant 30 minuts.
Esvandir-les durant uns 20 segons amb 5 x SSC.

Guardar-les entre dos fulls de paper Watman 3M.

Si es fa servir una membrana de nylon no cal exposar-la a llum UV per fixar 'ADN a la

membrana.

REACTIUS | SOLUCIONS

Solucié desnaturalitzant

0.5M NaOH

1.5M NaCl
20 x SSC

3.0M NaCl

0.3M CgHsNa307.2H20

pH 7.0

Marcatge de les sondes

Abans d'hibridar 'ADN del pacient amb les sondes salvatge i mutada cal marcar aquestes

sondes per a poder detectar-les amb posterioritat. En aquest estudi hem dut a terme un

marcatge de tipus radioactiu utilitzant el radioisdtop * P. Els passos de qué consta el

marcatge d'aquests oligonucledtids es detallen a continuacio :

2.

Preparar la barreja de reaccié amb la sonda, la quinasa i el seu tamp4, i el radioisétop.

Incubar a 37°C durant 1 hora.
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Preparar unes columnes de Sephadex G-25 per a purificar la sonda marcada.

Un cop finalitzada la reacci6 de marcatge de la sonda, afegir-hi 50 pl d'aigua
destil-lada.

Carregar el contingut en una de les columnes de Sephadex i centrifugar 3 minuts a
1.500 rpm.

Recollir la sonda purificada i fer un contatge de la radioactivitat que ha incorporat la

sonda.

REACTIUS | SOLUCIONS

Barreja de reaccio

03ul (1pg/ul) ADN

5.0l Tampd de quinasa
38 ul Aigua destil-lada
2-5 pl (a-32P) dATP

2ul Quinasa T4

Hibridacioé especifica

En aquest pas una de les membranes amb I'ADN del pacient és hibridada amb la sonda

salvatge i l'altre amb la sonda mutada. Segons hi hagi unid6 o no, podrem establir les

condicions d'homozigot salvatge, homozigot mutant o heterozigot en cadascun del pacients.

Els passos de qué consta aquesta hibridacié especifica es detallen a continuacio6 :

Disposar les dues membranes en dos flascons d'hibridacié.

Afegir 10 ml de solucié de pre-hibridacié als flascons i incubar en un forn d'hibridacié
durant uns 10-15 minuts a una temperatura 5°C inferior a la temperatura de melting de
I'oligonucleotid.

Llencar la solucié de pre-hibridacié i afegir-n'hi 3 ml.

Afegir la sonda marcada amb cura de dipositar-la al fons del flasc6. Afegir unes 1x10°

cpm per mi de solucié d'hibridacié.
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Incubar durant 1 hora a la mateixa temperatura.
Retirar les membranes dels flascons d'hibridacié i procedir a rentar I'excés de sonda.
Escalfar en una safata solucié de rentat a una temperatura proxima a la temperatura
de melting de I'oligonucledtid.

8. Quan aquesta hagi assolit la temperatura desitjada, introduir-hi la membrana durant
uns 2 minuts.

9. Retirar la membrana, assecar-la lleugerament amb paper Watman i preparar-la per a

exposar-hi pel-licula d'autoradiografia.

REACTIUS | SOLUCIONS

Solucio de pre-hibridacio / hibridacié

5 x SSPE
5 x Solucié de Denhardt
0.5% SDS

20 x SSPE
174 g NaCl
276g NaH2PO4.H2O
744 EDTA

800 mlaigua destil-lada

pH 7.4 ajustar el volum a 1 litre

50 x Solucié de Denhardt
5g Ficoll
59 Polivinilpirrolidona
5¢ BSA

500 ml  Aigua destil'lada
Filtrar-ho
Solucid de rentat

5x 8SC
0.1 % SDS Per 1 litre
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3.2.3. Determinacio de les concentracions plasmatiques de retinol.

En l'estat post-absortiu la vitamina A es troba en plasma associada a la proteina RBP
(Retinol Binding Protein) i la seva concentracié és un bon indicador de I'status de vitamina A
en la poblacié o els individus estudiats. Els passos per a la determinacié d'aquestes
concentracions es detallen a continuacio6 :

Recollida de la mosfra

Es preferible extraure les mostres en tubs amb heparina ja que l'oxalat, el citrat i 'EDTA
poden induir certes perdues en el retinol. Cal prendre les mesures apropiades per protegir la
mostra de la llum i I'oxigen, a les quals la vitamina A és sensible. Aquestes mesures s'han

de mantenir durant el procés d'extraccio.

Extracci6

Per a l'extraccié de les vitamines de la resta de components del plasma se segueixen els

seglients passos :

1. Pipetejar 100 pul de plasma en un tub de 1.5 ml.

2. Afegir 100 pul d'una solucié etandlica d'acetat all-rans de retinol (1ug/ml) que es fara
servir com estandard intern. La missié d'aquest estandard intern, que és una forma
quimica del retinol que no es troba en plasma, és avaluar la pérdua de vitamina que es
produeix durant el procés d'extracci6.

3. Barrejar amb vortex durant 15 segons‘. (

4. Afegir 200 pl de n-hexa i barrejar amb vortex durant 30 segons. Mantenir els tubs en
rotacid horitzontal durant 30 minuts.

5. Centrifugar en una micro-centrifuga durant 5 minuts i separar la fase superior (hexa) de
la fase inferior (aigua-etanol).

6. Transferir la fase superior (hexa) a un tub net. Assecar sota un flux de nitrogen.

7. Immediatament abans d'injectar la mostra en el HPLC, reconstituir-la amb 100 pl d'etanol
i barrejar-ho breument amb vortex.

8. Injectar 20 pl de la mostra reconstituida en la columna.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT

ASPECTES METABOLICS I PAPER DE L°AGREGAT GENETIC AL-CIII-AIV EN LA HIPERLIPEMIA FAMILIAR
COMBINADA

Josep Ribalta Vives

ISBN:978-84-691-1879-5 /DL:T-341-2008

Metodes 68

Condicions de HPLC

Columna : Spherisorb - ODS 2 (12.5 cm x 5 cm).
Fase mobil : Metanol (98%)

Flux : 1 ml/min

Detecci6 : Absorbancia a 325 nm.

3.2.4. Determinacio de l'activitat de I'enzim LCAT.

L'activitat de I'enzim LCAT es determina mesurant la conversié de colesterol lliure marcat

a colesterol éster a partir de la incubacié de liposomes amb apo A-l i I'enzim.

Obtencio d'apolipoproteina A-l purificada per cromatografia d'afinitat.

1.

o N O o,

Deslipidar la HDL afegint 10 volums d'etanol :éter (3 :2 v/v) i deixar-ho a 20°C durant 12

hores.

. Centrifugar a 4°C, 15 minuts, 3.000 rpm. Retirar els solvents.

. Afegir 10 volums d'éter fred i deixar-ho 2 hores a -20°C. Centrifugar i repetir l'operacio.

Deixar 12 hores a -20°C. Assecar la mostra congelada sota un flux de nitrogen o argon.

. Dissoldre la proteina amb una soluci6 de glicina (50 mM), NaOH (4 mM), NaCl (0.5 M) i

urea (6 M) a pH 8.8.

. Carregar-ho a la columna d'afinitat i recollir les fraccions.
. Llegir les absorbancies a 280 nm. El pic més alt correspon a I'apo A-l.
. Dialitzar les fraccions amb tampd A.

. Guardar les aliquotes a -70°C.

Preparacio del substrat.

1.

S

Pipetejar en un vial de vidre : 154 pi de lecitina d'ou (50 mg/ml), 116 pl de colesterol
dissolt en etanol (1mg/ml) i 108 ul de (4-'“C) colesterol.

Barrejar i assecar sota un flux de nitrogen a temperatura ambient.

Afegir 2.5 ml de tampé A, 0.8 ml d'apo A-l (1.1 mg/ml) i 0.3 ml de colat sddic (7.5 mM).
Barrejar durant 1 minut i incubar 20 minuts a 24°C amb agitacié.

Dialitzar amb tampé A, 20 hores a 4°C.
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6. Ajustar el substrat dialitzat a 4 ml amb tampé A.

7. Preparar 50 ul amb 4 mi d'aquasol per al comptador beta.

Assaig

© ® N o a »~ 0 Db =

(o N
= O

12.
13.

Emprar tubs de vidre amb rosca.

Afegir 235 pl tamp6 A, 125 pl d'albiimina humana (2%) i 100 pl del substrat.
Incubar 15 minuts a 37°C.

Afegir 25 pul de mercaptoetanol i 15 ul de plasma.

Barrejar immediatament amb vortex i incubar durant 30 minuts a 37°C.

Incubar simultaniament mostres control sense I'enzim.

Aturar la reaccié afegint 2 ml d'etanol.

El colesterol lliure i I'éster de colesterol s'extrauen de l'infranedant amb 4 ml d'hexa.
Evaporar I'extracte sota un flux de nitrogen.

Dissoldre'l amb 0.5 ml de cloroform.

. Separar el colesterol lliure i els ésters de colesterol a partir de 25 pl de mostra

mitjangant cromatografia en capa fina (Silica gel H).
Visualitzar amb rodamina dissolta en etanol.

Rascar les bandes de I'éster de colesterol per a comptar-les en 4 ml d'aquasol.

REACTIUS | SOLUCIONS

Tampo6 A
10mM Tris
140 mM NaCl
1mM EDTA

pH 7.4 en 1 litre d'aigua destillada
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3.2.5. Determinacio del genotip de I'apolipoproteina E.

La determinacié de la isoforma d'apo E en el pacient HLFC és important ja que és
necessaria pel diagnostic diferencial que permetra no confondre-la amb la
disbetalipoproteinémia o hiperlipémia tipus lll. Classicament la isoforma d'apo E s'ha
conegut determinant el fenotip de la proteina per isoelectroenfocament. Aquesta técnica,
que comporta algunes dificultats en la interpretacié dels resultats, s'ha vist complementada
amb la possibilitat de determinar el genotip directament de I'ADN del pacient.

Per tal de valorar la fiabilitat i conveniéncia d'aquests métodes varem realitzar un estudi
en que es va determinar la isoforma de l'apo E a 121 mostres. De cada mostra es va
determinar el fenotip i el genotip per restriccid enzimatica, SSCP i mitjangant in Kit
comercial. Amb la determinacié del genotip es va aconseguir un 100% de coincidéncia pel
gue fa als tres métodes. Respecte al fenotip hi va haver un 6% de discrepancies.

Es va concloure que la determinacié del genotip era més senzilla i segura que la del
fenotip. De les tres maneres de determinar el genotip, la del Kit era la més rapida perd més
cara mentre que amb la técnica del SSCP podien detectar-se a més noves mutacions.

Tots els aspectes comentats en aquest sumari estan desenvolupats en l'article que es

presenta a continuacio.
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Debido a que, en general, la determinaci6n de
los fenotipos de la apolipoproteina E es mas
complicada y mas larga que la determinaci6n
genotipica, hemos evaluado las ventajas de los
métodos de determinacién genéticos de las
isoformas de apo-E frente a los fenotipicos. Los
métodos utilizados para determinar el genotipo
fueron: a) modificacién del método descrito por
Tsai et al (Single-Strand Conformational
Polymorphism); b) mediante restriccién enzimética
con Cfol descrita por Hixson y Vernier,

y ¢) mediante un kit comercial INNOGENETICS
N.V. Zwijnaarde, Bélgica). La determinacién de los
fenotipos se realizé a partir de la apo-E de las
VLDL por isoelectroenfoque.

Se analizaron un total de 121 muestras. Los dos
métodos genéticos presentaron un 100% de
coincidencia. Sin embargo, al compararlos con los
fenotipos determinados por isoelectroenfoque, se
detectaron 7 muestras cuyos genotipos no
coincidian con los fenotipos (6% de error). Los
porcentajes de error por fenotipo fueron de un 16%
al asignar los fenotipos 3/2, un 5,3% al asignar los
3/4 y un 5,6% al asignar los 3/3.

En general los métodos genéticos eliminan la
mayoria de los inconvenientes de los métodos
fenotipicos ya que producen una definicién més
clara de las bandas, son menos tediosos y mucho
més faciles de interpretar. Los resultados obtenidos
en este estudio sugieren que los 2 métodos
genéticos permiten determinar facilmente los
6 genotipos mas comunes, aungue con el método
de restriccion enzimatica se obtiene una mejor
definicion de las bandas. Para la determinacién de
nuevas mutaciones es mejor la utilizacién de la

Correspondencia; Dr, L. Masana.
Facultat de Medicina.
Sant Lloreng, 21. 43201 Reus. Tarragona,
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técnica del SSCP, ya que la restriccién enzimatica
sélo detecta las nuevas mutaciones que alteren la
secuencia de reconocimiento para la enzima. El kit
comercial es el método més rapido de todos
aunque por contra es relativamente caro y no
permite detectar las nuevas isoformas.

Palabras clave:
Apolipoproteina E. Isoformas, Genotipos. Fenotipos. PCR.

GENETIC VERSUS PHENOTYPE METHODS
TO ASSESS APOLIPOPROTEIN E
POLYMORPHISM

The phenotyping of apolipoprotein E takes more
time and is more difficult to do than the genotype.
For this reason we have evaluated the advantages
of the genetic methods versus the phenotype
methods. To assess the different isoforms of
apolipoprotein E we used three methods: 1-a
modification of the method described by Tsai et al
(Single Strand Conformational Polymorphism),
2-by restriction isotyping with Cfol described
by Hixson and Vernier and by a comercial kit
(INNOGENETICS N.V. Zwijnaarde, Belgium).
The phenotype of apolipoprotein E in VLDL was
done by isoelectrofocusing, ‘

We analyzed 121 samples. The genetic methods
were in 100% agreement but when we compared
these with the phenotype assigment we found
7 samples miss-assigned (6% error). The 2/3
phenotype showed a 16% error, the 3/4 a 5.3%
error and the 3/3 a 5.6% error.

In general, the genetic methods eliminate most -
of the problems encountre with phenotype
methods because they produce clearer bands, and
are less tedious and easier to interprete.
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From the results of this study we advocat the use
of the two genetic methods to easily assign the
6 common genotypes of, apolipoprotein E.
However the restriction isotyping method gives
clearer bands than the SSCP. For the
determination of new mutations it is better to use
the SSCP tecnique because the restriction
isotyping can only detect new mutations which
modify the restriction sites. The comercial kit is
the quickest method but is relatively expensive,
and new mutations cannot be detected.

Key words:
Apolipoprotein E. Isoforms. Genotypes. Phenotypes. PCR.
SSCP.

Introduccién

La apolipoproteina E (apo-E) se encuentra en
los quilomicrones (QM) plasmaticos, en las lipo-
protefnas de muy baja densidad (VLDL), de densi-
dad intermedia (IDL) y de alta densidad (HDL). La
apo-E desempeiia un papel importante en el meta-
bolismo lipidico mediando la internalizacién de los
QM en los hepatocitos a través de receptores espe-
cificos para apo-E y de IDL mediante los recepto-
res apo-B/E, habiéndose descrito su influencia en
la absorcién de lipidos por el intestino y otros te-
jidos'.

El gen de la apo-E es polimérfico y esté locali-
zado en el cromosoma 19. Contiene 4 exones??
que codifican para los 299 residuos aminoacidi-
cos que componen la apolipoproteina madura®,
Existen 3 alelos comunes del gen de la apo-E, €,,
€,y €,, que se heredan codominantemente y que
codifican para 3 isoformas de la proteina E2, E3 y
E4, respectivamente; en consecuencia se encuen-
tran en la poblacién 6 genotipos, 3 homocigotos y
3 heterocigotos, junto con algunas variantes raras.
Las diferencias en las isoformas radican en los re-
siduos aminoacidicos de las posiciones 112 y 158
de la proteina; la isoforma E2 tiene Cys en las 2 po-
siciones, la E4 tiene Arg en las 2 posiciones y la E3,
la isoforma més comtn, tiene Cys en la posicién
112 y Arg en la posicién 158°. Estas variaciones
producen diferencias en las cargas netas de las di-
ferentes isoformas, lo que permite su separacién
mediante técnicas de isoelectroenfoque’. El alelo
€, se asocia a concentraciones bajas de colesterol
total plasmatico excepto en los individuos homoci-
gotos, que por accién de factores asociados presen-
tan dislipemia tipo IlI, de apo-B y de colesterol
LDL y a valores altos de apo-E plasmaética, mien-
tras que el alelo e, produce el efecto contrario®.
Por ello las variaciones genéticas en el locus de la
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apo-E han sido consideradas un factor determinan-
te de las concentraciones de lipidos plasmaticos y
del riesgo relativo de arteriosclerosis. La regién de
unién de la apo-E al receptor estd localizada entre
los aminoacidos 136 y 1587, lo que explicarfa por
qué la isoforma E2, que difiere de la E3 en el resi-
duo de la posicion 158, sélo tiene un 1-2% de acti-
vidad de unién al receptor, y eso podria explicar, en
parte, la disbetalipoproteinemia tipo III2.

Ademas de sus efectos lipidicos, recientemente el
alelo €, se ha identificado como un factor de riesgo
para la enfermedad de Alzheimer?; por ello la deter-
minacién de las isoformas de la apo-E se ha inclui-
do en muchos estudios poblacionales. Esto ha he-
cho aumentar el interés para encontrar métodos.
que permitan una répida determinacién de estas
isoformas. Tradicionalmente, los genotipos de apo-
E se obtienen a partir de valoraciones fenotipicas
determinadas por isoelectroenfoque a partir de la
fraccién purificada de VLDL o directamente del
suero'®!!, Mas recientemente, para aumentar la es-
pecificidad, el isoelectroenfoque se combina con in-
munobloting con suero que contiene un anticuerpo
especifico para la apo-E'*", En general la interpre-
tacién de los resultados con métodos fenotipicos es
ambigua y confusa, en ocasiones debido a que los
residuos de 4cido sidlico de la apo-E hacen migrar
las isoformas como multiples bandas'., Aunque
estos residuos de 4cido sidlico pueden eliminarse
mediante el tratamiento previo de la muestra con
neuroaminidasas’®, existen otros factores como
modificaciones postraduccionales (glicacién de la
apo-E en individuos diabéticos'®) o artefactos cau-
sados por un almacenamiento prolongado de la
muestra®, que dificultan la interpretacién. Con la
secuenciacién del gen de la apo-E y la identifica-
cién de las sustituciones especificas de las bases
responsables de los diferentes polimorfismos®, se
han desarrollado técnicas que permiten el analisis
genético basadas en la reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR)"“!*!7 que han eliminado en gran
parte los problemas de las técnicas anteriores. Algu-
nos de estos métodos implican el uso de sustancias
radiactivas'®, y por tanto se tiende a limitar su uso,
especialmente para la determinacién de un elevado
numero de muestras. Los métodos de analisis gené-
ticos no isotépicos son en general mucho mas sen-
cillos de realizar y mucho mas rapidos de interpre-
tar. Algunos estudios recientes han demostrado la
existencia de diferencias enire la determinacién ge-
notipica y fenotipica®?!, Debido a la existencia de
una gran variedad de métodos, unos basados en el
genotipo y otros en el fenotipo, para determinar las
isoformas de apo-E y a que, en general, la valora-
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cién fenotipica siempre es més complicada de reali-
zar, en este estudio hemos evaluado. cudles son las
ventajas de 3 métodos genéticos de determinacién
frente a la determinacién fenotipica por isoelectro-
enfoque.

Métodos

Se aisl6 el ADN mediante el método de Miller et al?? de 121
sujetos a los que previamente se habfa determinado el fenotipo
de apo-E por isoelectroenfoque en un gel de poliacrilamida
con un gradiente de pH de 4-6,5, después del aislamiento, dia-
lizacién y deslipidacién de las VLDLZ, Los fenotipos de estos
121 sujetos eran 53 3/3, 38 3/4, 12 3/2, 4 2/4, 11 4/4 y 3 2/2. El
ADN fue amplificado por PCR y posteriormente se determiné
el genotipo de apo-E mediante los siguientes métodos: a) una
modificacién del método del SSCP (Single-Strand Conforma-
tional Polymorphism) descrito por Tsai et al**; b) mediante el
uso de la enzima de restriccion Cfol (isoesquizomero Hhal)
descrito por Hixson et al”, y ¢) mediante un kit comercial
(INI\)IO-LiPA Apo-ER, INNOGENETICS N.V. Zwijnaarde, Bél-
gica).

Amplificacion de la secuencia de apo-E

El ADN fue amplificado por PCR en un termociclador (B.
Braun Biotech International, Melsungen, Alemania) utilizando
los oligonucledtidos G2210 (5-ACAGAATTCGCCCCGGCCT-
GGTACAC-3) y G2211 (5-TAAGCTTGGGCACGGCTGTCCA-
AGGA-3') descritos por Hixson et al'”” que amplifican una re-
gién de 244 pb desde el codén 91 hasta el 165. Cada céctel de
reaccién contenia 1 pg de ADN genémico, 0,01 pg/ul de cada
oligonucleétido, 10% de DMSO, 5 pl de 10XPCR y una unidad
de Taq polimerasa en un volumen final de 50 pl. La composi-
ci6n del 10XPCR era: 500 mM de KCl, 100 mM de Tris-HCI,
pH 8,3, 15 mM MgCl,, 2 mM de cada dNTP y 0,01% (wiv) de
gelatina. Al céctel de reaccién se le afiadieron 50 ul de aceite
mineral para evitar las evaporaciones.

El protocolo de amplificacién consistia en 2 ciclos formados
por una desnaturalizacién a 95 °C durante un minuto, seguida
de una hibridacién de los oligonucleétidos a 65 °C durante un
minuto y de una extensién a 72 °C durante 2 minutos; a estos
2 ciclos siguieron 30 formados por una desnaturalizacién a
95 °C durante un minuto seguida de una hibridacién a 60 °C du-
rante un minuto y de una extensién a 72 °C durante 2 minutos.

A continuacién, con los productos de la amplificacién, se
realizé una eleciroforesis en un gel de agarosa al 1,5% con
bromuro de etidio. Este gel se observé en un transiluminador
de ultravioleta para confirmar la presencia del producto am-
plificado de 244 pb.

SSCP andlisis

La técnica del SSCP esta basada en la propiedad que tienen
las cadenas sencillas de ADN de adoptar estructuras secunda-
rias después de que éste haya sido desnaturalizado. Depen-
diendo de la composicién en bases de las cadenas de ADN,
éstas adoptan diferentes conformaciones secundarias que per-
miten diferenciarlas en un gel de poliacrilamida.

Después de la amplificacién del ADN se mezclaron 12 pl del
producto con 12 ul de tampén de carga [98% (viv) de formami-
da, 50 mM de EDTA, 0,01% (w/v) de xileno de cianol y 0,01%
(w/v) de azul de bromofenol]. Esta mezcla se desnaturalizé du-
rante 3 minutos a 95 °C y se puso en hielo rdpidamente antes
de sembrarla en un gel de poliacrilamida al 12%. La electrofo-
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resis se realizé en un gel vertical formado con el sistema Pro-
tean™ (BIO-RAD, California, USA) en un tampén TBE (tris-
borato-edta) a pH 8,0. Las condiciones de la electroforesis fue-
ron las siguientes: 124 gl de poliacrilamida, 100 ml1 de
glicerol, a 250 V y 40 mA durante 8 horas y a 4 °C. Después
de la electroforesis el gel se revelé mediante tincién en plata®.

Restriccion con Cfol

El hecho de que las mutaciones en las posiciones 112y 158
de la apo-E afecten los puntos de corte para la enzima Cfol
nos permite una facil determinacién de los genotipos, median-
te la observacion de los diferentes patrones de bandas. La en-
zima Cfol reconoce especificamente la secuencia de 4 bases si-
guiente GCGC. La secuencia amplificada de la isoforma E4
tiene 6 puntos de corte para Cfol en una zona que incluye los
2 codones, que codifican para 2 Arg, de las posiciones 112 y
158. La isoforma E3 presenta un residuo de Cys en la posicién
112 (GTGC) que anula un punto de corte para Cfol. Esto hace
que esta isoforma sélo presente 5 puntos de corte en relacién
con E4. La isoforma E2 presenta 2 residuos de Cys en las posi-
ciones 112 (GTGC) y 158 (GTGC) que anulan 2 puntos de cor-
te para Cfol resultando en un total de 4 puntos de corte en re-
lacién con E4.

A 10 pl de producto de amplificacién se afiadieron 5 unida-
des de Cfol (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania) asi
como 1,5 pl de tampdn L y 3 ul de H,0 bidestilada. La diges-
tién se llevé a cabo a 37 °C un minimo de 3 horas. Después de
la digestion cada céctel de reaccién se sembré en un gel de po-
liacrilamida al 129% de iguales caracteristicas al realizado para
la técnica del SSCP pero sin glicerol. Las condiciones de elec-
troforesis fueron: 124 g/l de poliacrilamida a 250 V, 40 mA
durante 2 horas. Después de la electroforesis, para obtener
una mayor resolucién de las bandas se revelé mediante tincién
de plata. El tamafio de las bandas se observé mediante compa-
racién)con el marcador de peso molecular V (pBR 322 DNA,
Haelll

Determinacion con el kit comercial (INNO-LiPA
Apo-E)

La determinacién de los genotipos mediante el kit comercial
se realiz6 sobre 10 muestras con el fenotipo de apo-E determi-
nado previamente por iscelectroenfoque y con el genotipo de-
terminado en nuestro laboratorio por digestién con Cfol y por
SSCP.

El test con INNO-LiPA esté basado en el principio de hibri-
dacién reversa. El ADN amplificado se hibrida con sondas es-
pecificas que est4n inmovilizadas en unas cintas. Durante la
amplificacién, los oligonucledtidos que estdn marcados con
biotina se incorporan a los fragmentos de ADN amplificados.
Después de la hibridacién del producto de amplificacién con
las sondas, se afiade estreptavidina marcada con fosfatasa al-
calina, que se une a la biotina del complejo pfeviamente for-
mado. Seguidamente se incuba con el cromégeno BCIP/NBT
y como resultado se obtiene un precipitado unido a la cinta
de’color marrén purpura. Cada cinta contiene 4 sondas uni-
das, y la combinacién de ellas da lugar a los diferentes geno-
tipos.

Amplificacion de la secuencia de apo-E

El ADN fue amplificado utilizando los oligonuclestidos
marcados con biotina y los demds reactivos suministrados por
INNOGENETICS N.V. (Zwijnaarde, Bélgica). El protocolo de
amplificacién consistié en un primer paso de desnaturaliza-
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Tabla 1. Resultados cruzados de la determinacion
genotipica y fenotipica

Apo-E

Genotipos | Fenotipos| 373 [ 314 [ 32 [ 42 [ 44 | 22 | Toual
33 50 { 2 53
3/4 3 36 39
3n 10 10
4/2 4 4
4/4 1 i1 12
212 3 3
Total 53 038 12 4 11 3 121

cién a 95 °C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos de una
desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, una hibrida-
cién de los oligonucledtidos a 60 °C durante 20 segundos v una
extensién a 72 °C durante 20 segundos; después de estos 30 ci-
clos, finalmente, se realizé un paso de elongacién a 72 °C du-
rante 10 minutos,

Determinacion del genotipo

Una vez amplificado el ADN, se sigui6 el protocolo de traba-
jo suministrado por INNOGENETICS N.V. (Zwijnaarde, Bélgi-
ca) para determinar cada uno de los genotipos.

Métodos estadisticos

Con los resultados obtenidos se realiz6 un analisis estadisti-
co para determinar si habfa diferencias significativas entre la
determinacién genotipica v la fenotipica. El test de la ¥ no po-
dfa aplicarse debido a que habfa grupos con frecuencias mas
bajas de las permitidas por este test. Se compararon los dife-
rentes métodos mediante el indice kappa. Este indice deter-
mina las diferencias entre 2 medidas cuando éstas miden lo
mismo.

Resultados

La tabla 1 muestra los resultados obtenidos al
determinar los diferentes polimorfismos de la apo-
E mediante métodos genéticos comparados con los
resultados fenotipicos.

Los 2 métodos genéticos (restriccién enzimatica
con Cfol v la técnica del SSCP) presentaron un
100% de coincidencia. Sin embargo, al comparar
los resultados obtenidos mediante los métodos ge-
néticos con los fenotipos determinados por isoelec-
troenfoque, se detectaron 7 muestras cuyos genoti-
pos no coincidian con los fenotipos (6% de error).
De estas 7 muestras 2 genotipos 3/3 habian sido ca-
talogados como fenotipos 3/2, un genotipo 3/3 y un
genotipo 4/4 como fenotipo 3/4 v 3 genotipos 3/4
como fenotipos 3/3. Los porcentajes de error por
fenotipo fueron de un 16% al asignar los fenotipos
3/2, un 5,3% al asignar los 3/4 v un 5,6% al asignar
los 3/3. El indice kappa tenia un valor de 0,91 que
indica que la igualdad entre los 2 métodos no es
perfecta, pero que las diferencias son minimas.
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1 2 3 4 5 6

Figura 1. Resultados de un SSCP en el que se muestran los
6 genotipos posibles. 1-E3/3, 2-E2/3, 3-E3/4, 4-E2/4, 5-Ed/4 v
6-E2/2. L,, L, y L, son las conformaciones lentas de una cade-
na sencilla de ADN v R,, R, v R, son las conformaciones répi-
das de la otra cadena sencilla.

La figura 1 ensefia los resultados del SSCP para
el fragmento de 244 pb. Cada genotipo homocigoto
presenta 2 bandas intensamente marcadas que re-
presentan las conformaciones mayoritarias de las
cadenas sencillas de ADN. También se observan
bandas marcadas mas débilmente que representan
las conformaciones minoritarias, De las 2 bandas
més intensas de cada genotipo una presenta una
movilidad rapida (R) y otra lenta (L). Las 3 bandas
rapidas de cada genotipo (R,, R,, R,) presentan a
su vez una movilidad electroforética diferente, y lo
mismo ocurre para las 3 bandas lentas (L,, L,, L,).
Esta movilidad electroforética diferente permite
determinar claramente los diferentes genotipos.

Como puede observarse en la figura 1, el alelo €,
es el que presenta la banda lenta (L,) situada mas
cerca del origen del gel, seguido del alelo ¢, (L) v
del €, (L,). Respecto a la banda réapida, el alelo €,
(R,)es el que se halla mas cerca del origen, seguido
delalelo e, (R,) ydel e, (R,).

En la figura 2 puede verse un gel de poliacrila-
mida donde se han separado los productos de di-
gestién de 6 muestras que representan los 6 genoti-
pos posibles. En la figura 3 se observa un mapa
de restriccién para cada isoforma con el tamario de
los fragmentos producidos. Como resultado de la
digestién con Clol se obtienen una serie de frag-
mentos que no pueden observarse en el gel debido
a su pequefio lamarfio. Estos fragmentos son: uno
de 38 pb, otro de 18 pb v otro de 16 pb comunes a
los 3 alelos. Uno de 35 pb que lo presenta el alelo
e, vel e, votro de 19 pb que sélo lo presenta el
alelo €,. Como puede observarse en la figura 2 la
isoforma E2/E2 presenta un fragmento de 91 pb vy
otro de 83 pb como consecuencia de la ausencia de
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Figura 2. Resultados obtenidos después de la digestion con la
enzima Cfol. 1-E3/3, 2-E2/4, 3-E3/4, 4-E4/4, 5-E2/2, 6-E2/3.
También podemos observar el tamafio (en pb) de las bandas
del marker V (pBR 322 DNA, Haelll).

los 2 puntos de corte en las posiciones 112 y 158.
La isoforma E3/E3 presenta el fragmento de 91 pb
(ausencia del punto de corte en 112) y un fragmen-
to de 48 pb debido a la presencia de punto de corte
en la posicion 158, La isoforma E4/E4 muestra el
fragmento de 48 (presencia de punto de corte en
la posicién 158) y también uno de 72 pb debido
a la presencia de punto de corte en la posicién 112.
Los individuos heterocigotos presentan la combi-
nacién de fragmentos de cada alelo.

La figura 4 ensefia la combinacién de bandas que
puede obtenerse después de una determinacién con
el kit INNO-LiPA. Los resultados se obtienen com-
parando el patron de bandas obtenido en cada cinta
de reaccion con la tabla de interpretacién de la figu-
ra 3. La primera banda es comun e indica la parte

i I | i |
1 2 3 4 5 6

Figura 4. Combinacién de bandas que se obtienen al determi-
nar los genotipos mediante el kit comercial. 1-E2/2, 2-E3/3, 3-
E4/4, 4-E3/2, 5-E3/4, 6-E2/4.

superior de la cinta. La segunda, también comun,
es una linea de control que siempre debe dar positi-
vo, y aproximadamente tiene que tener la misma in-
tensidad en cada test individual.

Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio de-
muestran la existencia de discrepancias entre los
métodos genéticos y los fenotipicos al determinar
los diferentes polimorfismos de la apo-E. Las dife-
rencias (6% de error) que se observan en nuestro
estudio no son tan bajas (2%) como las observadas
en otros?"%?7 ni tan elevadas (16-20%) como las en-
contradas en otros mas'**'*, Estas discrepancias

Cfol Cfol
]
38 16 19 i 72 18 48 33
E4 v v \
4 +
112 158
‘ 91 ‘48 33
E3 v v \ 3
91 ‘ ' 83 Figura 3. Mapa de restriccion
E2 LA para cada isoforma de la apo-E
con el tamanio de los fragmentos
producidos.
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que se producen en la determinacién fenotipica
pueden afectar la asociacién de los diferentes ale-
los con los valores lipidicos y el riesgo de arterios-
clerosis.

La determinacién de los diferentes polimortfis-
mos de la apo-E mediante métodos fenotipicos pre-
senta, en general, muchos més inconvenientes que
la determinacién genotipica. Uno de estos inconve-
nientes es que los residuos de acido sidlico de la
apo-E interfieren en la electroforesis y hacen mi-
grar a las isoformas como muiltiples bandas'®, Es-
tos residuos de 4cido sidlico pueden eliminarse con
una digestién previa con neuroaminidasa'® a pesar
de lo cual persisten ciertas dificultades de identifi-
cacién, Otro inconveniente son las modificaciones
postraduccionales, que pueden ocurrir en la apo-E,
como por ejemplo, la glicacién no enzimatica que
tiene lugar en pacientes con diabetes mellitus'®, lo
que agrupa las bandas en posiciones mucho mis
cercanas al 4nodo de lo normal. Esto induce a
errores al determinar los diferentes fenotipos in-
crementando la frecuencia de E2 y disminuyendo
la de E4%'. Otros inconvenientes en la utilizacin de
los métodos de isoelectroenfoque son el tiempo ne-
cesario para el procesamiento de la muestra y la
obtencion de los resultados, dado que en muchos
casos se requiere la purificacién de VLDL por
ultracentrifugacién seguida de deslipidacién. Re-
cientemente se ha descrito un método que permite
la determinacion de los fenotipos directamente del
plasma sin necesidad de procesar la muestra, lo
que elimina algunos de estos inconvenientes?.

Un almacenamiento prolongado de la muestra
puede condicionar la presentacion de artefactos
que no permitan una clara lectura de los geles. Por
otra parte, la identificacién de los resultados hace
que la efectividad de la técnica esté vinculada a la
experiencia del operador a la hora de interpretar
los mismos. Todo esto hace que las técnicas fenoti-
picas sean mads laboriosas y que produzcan resulta-
dos ambiguos v a veces dificiles de interpretar,

Frente a los métodos que valoran el fenotipo hay
una gran variedad de métodos genéticos que deter-
minan los diferentes polimorfismos del gen de la
apo-E. En general, estos métodos eliminan la ma-
yorfa de los inconvenientes de los métodos fenoti-
picos, ya que producen una definicién de las ban-
das mas clara, son menos tediosos y mucho mas
faciles de interpretar. Sin embargo, hay algunos
que presentan serios inconvenientes, dado que im-
plican la utilizacién de marcajes radiactivos y por
esto no son apropiados para un procesamiento ra-
pido de un elevado niimero de muestras. Entre és-
tos cabe destacar los que utilizan sondas alelospe-
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cificas de oligonucle6tidos marcados (ASO) para
hibridar en las posiciones 112 y 158 del ADN gené-
mico?, Para aumentar la sensibilidad de este mé-
todo se utiliza la amplificacién de la secuencia de
la apo-E mediante PCR*. En contraste con estos
métodos existen las técnicas no radiactivas que son
menos laboriosas, mas econémicas y féciles de in-
terpretar.

Los resultados obtenidos en este estudio sugie-
ren que tanto el método de restriccién enzimética
con Cfol como el método de aplicacién de la técni-
ca del SSCP permiten determinar facilmente los
6 genotipos comunes de apo-E, si bien, el primero
produce una mejor definicién de bandas que el se-
gundo, pero en cambio es mas caro, no tan rpido
y s6lo permite detectar nuevas mutaciones en el
caso de que éstas alteren la secuencia de reconoci-
miento de la enzima, ya sea produciendo un nuevo
punto de corte o eliminando uno vya existente. En
cambio la técnica del SSCP permite detectar cual-
quier tipo de nueva mutacidn. Por dltimo, el kit co-
mercial es el método mads rapido de todos, es facil
de utilizar pero por el contrario es relativamente
caro y s6lo permite identificar los genotipos mas
comunes.
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4.1. Resum dels Estudis

Els resultats d'aquest treball s'exposen en quatre parts que es presenten en forma
d'article cientific. En cadascun dels articles, la llengua i el format sén els de la revista

cientifica a la que s'han dirigit.

ESTUDI 1 Hiperlipemia familiar combinada : Deteccién y caracterizacién del fenotipo

hiperlipémico en nifios y adolescentes.

ESTUDI 2 A variation in the apolipoprotein C-lll gene is associated with an increased
number of circulating VLDL and IDL particles in familial combined
hyperlipidemia.

ESTUDI 3 Low plasma vitamin A concentrations in familial combined hyperlipidemia.

ESTUDI 4 Lecithin:cholestrol acyltransferase activity is not altered in familial combined

hyperlipidemia.

Estudi 1

L’abséncia d’hiperlipémia abans dels 20 anys és una caracteristica que ja formava
part de la definicié original de la HLFC feta I'any 1973. Aquest concepte s’ha mantingut i fins
potenciat en ser incléos en alguns criteris diagnostics. L'any 1990 es va descriure per
primera vegada la preséncia d'alteracions en el perfil lipidic de descendents menors de 20
anys d’'aquests pacients. Aquestes alteracions, si bé no eren equiparables a les elevacions
en el colesterol i els triglicerids plasmatics d’'un pacient HLFC adult, si que es podien
considerar significatives en comparacié als ni\(ells lipidics d'infants o adolescents de la
mateixa edat i sexe. Aquesta era una observacié de gran transcendéncia ja que suggeria la
possibilitat d'identificar de manera precog els individus afectes d’'HLFC i, per tant, amb una
considerable predisposicio a patir cardiopatia isquémica. 4

A partir d’aquests antecedents, varem estudiar els 30 descendents menors de 19

anys de 16 families diagnosticades d’HLFC amb un doble objectiu: determinar el
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percentatge d'infants i adolescents amb concentracions de colesterol i/o triglicérids
plasmatics per sobre del percentil 95 segons cada edat i sexe i, en segon lioc, caracteritzar
el seu perfil lipoproteic. Els resultats van demostrar que un 43% dels 30 descendents
presentava elevacions dels lipids plasmatics per sobre del percentil 95. El perfil lipoproteic
d’aquests individus es caracteritzava per elevacions del colesterol i els ftriglicerids en
plasma, VLDL i LDL. A més, també hi havia elevacions en les apolipoproteines A-l, B, C-ll i
C-lll. No obstant, a diferéncia del que és caracteristic en adults, no presentaven cap
alteraci6 en la fracci6 IDL.

Aquests resultats confirmen I'existéncia d’alteracions en el perfil lipidic, abans dels 20
anys, en individus HLFC i, a més, indiquen que aquestes alteracions sén presents en
gairebé un 50% dels descendents d’'aquests pacients tal com seria d’esperar d'una alteracié
amb transmissié autosomica dominant. L'abséncia d’alteracions en IDL fa pensar que en
l'evolucié d'aquesta malaltia hi participen mecanismes que afecten el metabolisme dels

triglicérids i en concret els remanents de VLDL.

Estudi 2

En relacié a la base genética de la HLFC s’han estudiat diversos gens 'eleccié dels
quals ha estat basada, en la majoria de casos, en una caracteristica concreta d'aquests
pacients, les seves, sovint, elevades concentracions d’apolipoproteina B en plasma i
sobretot en la fraccié VLDL. Aquestes soén el resultat, per una banda, d'una sobreproduccié
hepatica d’aquesta apolipoproteina perd també d'un catabolisme incomplet d’algunes de les
particules que la contenen. Tot i que per raons obvies el gen de la propia apo B ha estat
ampliament explorat, no se li ha pogut demostrar cap relacié amb la malaltia. Un altre gen
que s’ha estudiat amb interés és el de Fapo C-lll. Aixd és degut a la capacitat d’aquesta
apolipoproteina d’'emmascarar/desplagar I'apo E en la superficie de la lipoproteina i per tant
interferir en el reconeixement de les VLDL per part dels receptors hepatics. Aquest fenomen
també resulta en unes concentracions altes d’apo B en plasma. L'estudi d’aquest gen ha
donat uns resultats forga més positius en relacié a la HLFC. S’ha trobat que alguns
polimorfismes en aquest gen o en I'agregat geneétic en qué es troba, el cluster Al-CllI-AlV,
tenen una més alta prevalenca entre aquests pacients que en controis i que s'associen a
elevacions en les concentracions de diferents parametres lipidics, sobretot relacionats amb
els triglicérids. No obstant, el paper funcional que tenen les mutacions en aquesta regié en
la HLFC és desconegut.
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L'objectiu d'aquest treball era obtenir informacié que ens permetés comprendre el
paper d'aquesta regié del cromosoma 11 en l'etiologia d'aquesta alteracié. Per fer-ho es va
realitzar un perfil lipoproteic detallat d’aquests pacients i dels seus familiars per estudiar-lo
en relacié a un polimorfisme del gen de I'apo C-lll que era el doble de frequent entre
pacients HLFC que en controls. Els resultats indicaven una forta associacié d'aquest
polimorfisme amb elevacions de tots els parametres relacionats amb els triglicérids. Era
especialment interessant l'associacié d'aquesta variacié genética amb augments en la
concentracié d'apo B en les fraccions VLDL i IDL. Com que aquestes lipoproteines només
tenen una molécula d'apo B per particula, aquest resultat indicava que aquest polimorfisme
estava relacionat amb l'acumulacié d'aquestes particules en plasma. Totes aquestés
associacions només es van observar entre els membres hiperlipémics de les families HLFC,
no va detectar-se entre els familiar normolipémics o els controls.

Aquests resultats confirmen el paper que la regié del cluster AlI-ClII-AlV té sobre els
metabolisme dels triglicérids en pacients HLFC. Els fet que aquest polimorfisme estigui
relacionat amb un augment de l'apo C-lIl i del nimero de particules VLDL i IDL circulants,
perd no amb una major concentracié d'apo B en plasma, suggereix que té un efecte sobre el
catabolisme d'aquestes lipoproteines independent d'una possible sobreproduccié hepatica
d'apo B. Des d'un punt de vista clinic es rellevant que només els pacients manifestin
aquestes associacions. Aixd fa pensar que aquest polimorfisme podria predisposar els
individus HLFC portadors a desenvolupar hiperlipémia en preséncia de determinats factors

com augments en la sintesi de VLDL o disminucions en ['activitat LPL.

Estudi 3

Una de les formes de combatre la hipertrigliceridémia caracteristica dels pacients
HLFC és el tractament amb fibrats. Se sap que els fibrats exerceixen aquesta accié
hipolipemiant estimulant I'expressié de la LPL i inhibint la sintesi del seu inhibidor I'apo C-lil.
Aquesta regulacié genética esta mitjangada per I'accié conjunta de dues proteines ; la PPAR
(Peroxisome proliferator activated receptor) i la RXR (Retinoic acid receptor). Aquestes
proteines han d'estar activades per a ser funcionals. PPAR s'activa amb els fibrats o
estimuls dietético-ambientals i RXR s'activa amb ['acid retinoic, la forma activa intracel-lular
de la vitamina A. Aquest és un sistema, doncs, que hom podria hipotetitzar que depén de
I'acid retinoic o del seu precursor, la vitamina A, per a ser operatiu. Com que els gens sobre

els que actua aquest sistema de regulacié s'ha descrit que estan relacionats amb la HLFC,
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també podria hipotetitzar-se que alteracions en aquest mecanisme de regulacid estan
implicades en ['etiologia d'aquesta alteracié.

Per tal de provar aquesta hipotesi, varem estudiar les concentracions plasmatiques
del precursor de I'acid retinoic, la vitamina A, en pacients HLFC i en controls. Els resultats
van indicar que els pacients HLFC presentaven unes concentracions de vitamina A en
plasma que eren un 50% més baixes que les dels controls. A més, la correlacié entre el
retinol i els parametres lipidics era marcadament diferent en pacients i controls. En pacients,
el retinol només es correlacionava positivament i significativa amb parametres del transport
centripet de colesterol. En controls, només es correlacionava amb el transport centrifug de
colesterol.

Tot i que aquests resultats recolzen la hipotesi que el sistema PPAR/RXR pugui
estar implicat en la HLFC, cal prendre'ls amb precaucié i analitzar-ne alguns aspectes
relacionats.

Els habits nutricionals poden, sens dubte, influir els nivells plasmatics de vitamina A i,
per tant, explicar les diferéncies observades. Aquest aspecte es va abordar estudiant per
separat els individus HLFC que seguien una dieta i els que no tenien cap mena de restriccio.
Els resultats van mostrar que les reduccions en el retinol plasmatic es presentaven en tots
dos grups i que, per tant, les diferéncies observades no eren degudes a la nutricié dels
pacients.

La hipotesi que es posa a prova es basa en la suposicid que la disponibilitat
intracel-lular d'acid retinoic és depenent o proporcional a la quantitat de precursor en sang.
Tot i que aquest és un aspecte que caldra investigar, hi ha estudis en animals que indiquen

que la vitamina A regula l'expressié dels gens de les apos A-l i C-lIl.

Estudi 4
A més d'elevacions del colesterol i els triglicérids plasmatics, els pacients amb HLFC
solen presentar baixes concentracions de colesterol HDL. No esta del tot clar quins sén els
factors responsables d'aquestes disminucions pero uns dels candidats és I'enzim LCAT. La
LCAT és I'enzim encarregat d'esterificar el colesterol lliure que la HDL té a la seva superficie
per incorporar-lo al seu nucli i aixi participar en el procés de maduraci6 de la lipoproteina.
Per aclarir si les disminucions en HDL podien estar causades per una activitat

deficient d'aquest enzim es van estudiar les lipoproteines d'alta densitat i I'activitat LCAT de
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25 individus HLFC. Els resultats van indicar que després de tenir en compte els factors que
poden afectar les concentracions d'HDL (edat, sexe, index de massa corporal o triglicérids)
hi havia una disminucié significativa de la fracci6 HDL2 en el grup HLFC. Aquestes
diferéncies no s'explicaven per l'activitat de la LCAT, que va ser igual en els dos grups.
També es va estudiar un polimorfisme de l'apolipoproteina Al, I'activador de la LCAT, que
estava associat amb les concentracions d'aquesta apoproteina peré no amb les de la HDL o
l'activitat LCAT.

Aquestes resultats confirmen la tendéncia d'aquests pacients a presentar
disminucions en la fraccié HDL2. Aixi mateix indiquen que l'activitat in vitro de I'enzim LCAT
és normal. Cal tenir en compte, perd, que aquesta activitat es valora amb un substrat
artificial i que, per tant, no s'ha de descartar que in vivo l'activitat de I'enzim pugui veure's

alterada, per exemple, per la composicié especifica de les HDL d'aquests pacients.
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Hiperlipemia Familiar Combinada: Deteccién y caracterizacion del

fenotipo hiperlipémico en nifios y adolescentes.

Abstract

Fundamento: La hiperlipemia familiar combinada es la hiperlipemia de origen genético mas
comun entre supervivientes de infarto agudo de miocardio, su deteccién precoz es, por
tanto, de gran importancia para la prevencién de la enfermedad coronaria. El objetivo de
este estudio ha sido determinar la prevalencia de hiperlipemia entre descendientes de
pacientes afectos y caracterizar su perfil lipidico, lipoproteico y apolipoproteico.

Pacientes y métodos: Se estudiaron 45 individuos con edad inferior a los 19 afios, de los
cuales 30 eran descendientes de familias afectas y 15 pertenecian a familias controles
sanas. Se determinaron colesterol y triglicéridos en plasma y en las fracciones VLDL, IDL,
LDL y HDL asi como las concentraciones de apolipoproteinas Al, B, C-ll y C-Iil.
Resultados: Se detectd hiperlipemia en 13 (43%) de los descendientes de las familias
afectas. Estos presentaron concentraciones significativamente mas altas de colesterol en
plasma (p<0,0001), LDL (p<0,0001) y HDL (p<0,05) y de triglicéridos en plasma (p<0,007),
VLDL (p<0,05) y LDL (p<0,008) y concentraciones significativamente elevadas de
apolipoproteinas Al (p<0,02), B (p<0,0004), C-ll (p<0,0005) y C-lll (p<0,03). No se
observaron alteraciones de la fraccion IDL.

Conclusion: Existe una elevada prevalencia de hiperlipemia entre descendientes menores
de 19 afios de pacientes afectos de hiperlipemia familiar combinada. Al contrario de lo

observado en adultos, el perfil de estos nifios no presenta alteraciones en la fraccion IDL.

Palabras Clave : HLFC, descendencia, IDL, deteccion precoz, arteriosclerosis.
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Introduccion

El sustrato anatomo-patoldgico de las enfermedades cardiovasculares, que constituyen la
primera causa de mortalidad en la sociedad occidental, es la lesién arteriosclerética. La
arteriosclerosis es una alteracién de etiologia multifactorial que puede iniciarse en edades
tempranas y que evoluciona lentamente a lo largo de la vida del individuo'®. De entre los
factores que contribuyen a la aparicion y progresién de la lesién ateromatosa cabe destacar
las hiperlipemias®. En relacién con el riesgo cardiovascular asociado a las hiperlipemias y a
su deteccién precoz, tienen especial interés aquellas dislipemias de origen genético. La
hiperlipemia familiar combinada (HLFC) es la mas comun de estas hiperlipemias, estando
presente en un 10% de los supervivientes de infarto agudo de miocardio, en un 14% de los
familiares de primer grado de pacientes con enfermedad coronaria prematura® y con una
frecuencia estimada de hasta el 2% en la poblacién general. La HLFC es una alteracion del
metabolismo de los lipidos altamente heterogénea en la que tanto sus bases metabélicas
como genéticas estan lejos de ser comprendidas®®. Cursa con elevaciones del colesterol y/o
los triglicéridos plasmaticos®, en algunos pacientes con sobreproduccién de apolipoproteina
(apo) B y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)'"", presencia de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) de menor tamafio y mayor densidad'>'® y también se ha descrito asociada a
una baja actividad de la enzima lipoproteina lipasa (LPL)'*'®, Sus manifestaciones clinicas
son escasas Y el diagndstico debe ser confirmado mediante el estudio de los familiares del
paciente. Aunque el fenotipo hiperlipémico se ha considerado tradicionalmente de aparicion
tardia, la descripcién en diversos estudios de fenotipos hiperlipémicos entre nifios
pertenecientes a familias HLFC'®'" ha generado un interés creciente por el perfil lipoprotéico
de estos nifios. El objetivo de este trabajo fue estudiar en detalle el perfil lipoprotéico de
nifios y jévenes pertenecientes a familias diagnosticadas de HLFC con el objeto de detectar
mas facil y precozmente a los individuos afectos y tener una mayor comprension de las

bases metabdlicas de esta alteracion del metabolismo de los lipidos.
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Pacientes y métodos

Pacientes

La poblaciéon de estudio se obtuvo de un conjunto de 16 familias dignosticadas de HLFC
(n=122) y 12 familias control (n=63). Todos los participantes en el estudio manifestaron por
escrito su consentimiento a participar en el mismo. Las familias afectas de HLFC fueron
seleccionadas a partir de la identificacion de individuos con concentraciones plasmaticas de
colesterol y triglicéridos superiores a los 250 mg/dL y al menos un familiar de primer grado
con un perfil hiperlipémico diferente. Las familias control se reclutaron a partir de voluntarios
sanos de nuestro centro. Ninguna de estas familias reunia las caracteristicas propias de la
HLFC. Para este estudio se seleccionaron aquellos nifios y jovenes de uno y otro sexo con
una edad inferior a los 19 afios pertenecientes tanto a las familias HLFC como a las familias
control. Se consideré hiperlipémicos (HL) a todos aquellos descendientes con
concentraciones plasmaticas de colesterol, triglicéridos o colesterol en LDL superiores al
percentil 95 para cada edad y sexo'® y normolipémicos (NL) a aquellos con concentraciones
inferiores.
Todos los individuos fueron sometidos a una exploracién fisica en la que se determiné el

peso (kg), la talla (m), el indice de masa corporal (IMC)(Kg/m?) y la presion arterial (mmHg).

Andlisis lipidicos

Los analisis se llevaron a cabo en 10 ml de sangre obtenida tras un ayuno de 12 horas.
Se valord la funcion hepatica y renal en todos los individuos con el fin de detectar posibles
hiperlipemias secundarias y se determind el genotipo de apo E en todos los pacientes,
mediante PCR vy digestion con la enzima Hhal'®, para excluir las hiperlipémias del tipo IlI. El
colesterol y los triglicéridos tanto en plasma como en las distintas fracciones lipoproteicas se
determinaron mediante métodos enzimaticos utilizando Precilip ELR (Boehringer Mannheim,
Mannheim, Alemania) y Precinorm® (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania) como
controles de calidad. Las fracciones lipoproteicas fueron obtenidas mediante
ultracentrifugacién secuencial preparativa®® en un rotor de angulo fijo. Las fracciones
lipoproteicas aisladas fueron VLDL (d<1,006 g/mL), lipoproteina de densidad intermedia
(IDL) (d= 1,006-1,019 mg/dL) y LDL (d=1,019-1,063 mg/dL). EIl colesterol contenido en la
lipoproteina de alta densidad (HDL) y en la subfraccién HDL,; fueron medidos por métodos



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ASPECTES METABOLICS I PAPER DE L°AGREGAT GENETIC AL-CIII-AIV EN LA HIPERLIPEMIA FAMILIAR
COMBINADA

Josep Ribalta Vives

ISBN:978-84-691-1879-5 /DL:T-341-2008

94 Resultats i Discussié - ESTUDI 1

enzimaticos previa precipitacion de las lipoproteinas con polietilenglicol. La HDL, fue
deducida a partir de la diferencia entre el colesterol de la HDL total (cHDL) y el de la HDL,.

La determinacion en plasma las apolipoproteinas A-l, B, C-ll y C-lli, de apo B en VLDL, IDL
y LDL y de la lipoproteina (a) (Lp(a)) se llevo a cabo mediante incubacién con antisueros

especificos y deteccidén por métodos immunoturbidimétricos.

Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el paquete informatico SPSS
Version 6.1 para Windows. Las comparaciones entre grupos de los diferentes parametros
se realizaron mediante la prueba de la t de Student para comparacién de medias
independientes. Para las comparaciones de frecuencias entre grupos se utilizé la prueba de

la %2 Se aceptd la significacion estadistica para valores de p<0,05.

Resultados

De los 30 descendientes de pacientes disgnosticados de HLFC, 13 (43%) presentaron
concentraciones plasmaticas de colesterol (n=6), triglicéridos (n=9) o colesterol LDL (n=8)
superiores al percentil 95 (tabla1) y 17 (56%) concentraciones inferiores a estas cifras. Se
detecté hipercolesterolemia o hipertrigliceridemia aislada o ambas en 4, 5 y 4 casos,
respectivamente. Ninguno de los nifios presento cifras de colesterol HDL inferiores al
percentil 5. No se detectd ninglin caso de hiperapobetalipoproteinemia. Ninguno de los 15
descendientes de las familias control fue considerado hiperlipémico, por lo tanto, la
prevalencia de hiperlipemia entre las familias HLFC fue significativamente mas elevada
(p<0,0001) que entre las familias control. No se hallaron diferencias significativas entre los
tres grupos de estudio en relacion a la edad, sexo, indice de masa corporal (IMC) o presién
arterial (PA) (tabla 2).

Lipidos y lipoproteinas

Las concentraciones de colesterol y triglicéridos en plasma y en las diferentes fracciones
en cada uno de los grupos se muestran en la tabla 3. Los descendientes hiperlipémicos de
pacientes HLFC presentaron concentraciones significativamente superiores de colesterol
(p<0,0001) y triglicéridos (p<0,007) plasmaticos, triglicéridos en VLDL (trigVLDL; p<0,05),
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colesterol (cLDL; p<0,0001) y triglicéridos (trigLDL; p<0,008) en LDL y colesterol en HDL
total (cHDL; p<0,05) y HDL; (p<0,02), respecto a los sujetos normolipémicos de las mismas
familias, y de colesterol plasmatico (p<0,0001) y colesterol (p<0,0002) y triglicéridos
(p<0,02) en LDL respecto a los nifios controles. En la figura 1 se muestra como, adn
teniendo un colesterol HDL mas elevado, los nifios hiperlipémicos tenian una relacion
cLDL/cHDL significativamente mas elevada (p<0,05). La relaciéon cLDL/LDL-apo B, que
refleja el contenido en colesterol de la particula LDL y que permite detectar particulas LDL
del tipo B, no mostré diferencias entre los grupos (Figura 1). No hubo diferencias en las
concentraciones plasmaticas de Lp(a) entre los tres grupos, asi como tampoco se
observaron diferencias entre el grupo de nifios normolipémicos de familias HLFC vy los nifios

controles para ninguno de los parametros lipidicos.

Apolipoproteinas

Las concentraciones de las apoliporpoteinas A-l, B, C-ll y C-lll en plasma y de la apo B
en las fracciones VLDL, IDL y LDL se muestra en la tabla 4. Los nifios hiperlipémicos de las
familias HLFC, respecto a los normolipémicos y control, presentaron concentraciones
significativamente elevadas de apo A-l (p<0,01; p<0,02), apo B (p<0,0001; p<0,0004), apo
C-ll (p<0,001; p<0,0005), apo C-lli (p< 0,01; p<0,03) y LDL-apo B (p<0,001; p<0,0008).

Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio indican una prevalencia de perfiles
hiperlipémicos entre descendientes de familias diagnosticadas como HLFC del 43%. Este
porcentaje es claramente superior al descrito por Goldstein et al.?' en el estudio que
identificé por primera vez esta alteracién y esta de acuerdo con trabajos mas recientes'®".
Asimismo, es significativamente superior al observado entre las familias control.

Desde que se detectdé una mayor incidencia de hiperlipemia entre los nifios
pertenecientes a familias HLFC de la que se habia descrito en un principio, existe un interés
creciente por obtener datos del perfil lipoprotéico de estos nifios que faciliten tanto la
deteccion como una mejor comprension de esta alteracion. El estudio de las fracciones
lipoproteicas en estos nifios revela que el exceso de colesterol y triglicéridos que presentan

en plasma se halla localizado en las fracciones LDL y VLDL, respectivamente. El contenido
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Tabla 1. Nifios y adolescentes pertenecientes a familias HLFC con valor/es de colesterol

y/o triglicéridos superiores al percentil 95:

Edad Familia  Sexo Colesterol / ptl 95  Triglicéridos / ptl 95 Colesterol LDL /

ptl 95

15 \Y 52157 09/11 4,1/4,1

13 M 57157 06/1,0 43/4,2

10 M 531/5,5 11,1711 38/3,4
10 11 \ 5,0/5,6 3,2/11 3,3/3,9
11 5 M 56/5,6 09/1,3 4,4/3,7
12 M 6,0/5,7 1,2/1,3 44/41
13 Vv 56/5,8 1,3/1,2 3,3/35
13 15 M 52157 2,3/1,3 3,4/4,2
16 13 V 52/51 1,171,1 3,3/34
17 1 M 46/5,5 1,2/11 29137
17 5 M 521/5,5 09/1.1 3,8/3,7
17 14 \' 56175,1 1,2/1,2 3,6/3,3
18 12 \' 45/5,1 1,4/1,2 2,8/3,3

Valores expresados en mmol/L. Para colesterol y triglicéridos plasmaticos y colesterol LDL
se dan los valores al inicio del estudio y el valor correspondiente al percentil 95 para cada
edad y sexo (Varén/Mujer).
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Tabla 2. Parametros biométricos en nifios y adolescentes de familias HLFC y control.

HLFC

Hiperlipémicos Normolipémicos Controles
Ndamero 13 17
Edad 13 (5) 13 (4)
Sexo (V/IM) 6/7 9/7
IMC (Kg/m?) 21,7 (4,9) 21,0 (3,0) 21,0 (2,9)
PA diastoélica 62 (11) 60 (13)
PA sistdlica 106 (16) 101 (15) 110 (10)

Los nifios pertenecientes a familias HLFC fueron clasificados como hiperlipidémicos (HL) o

normolipidémicos (NL) segln su perfil lipoprotéico. No se hallaron diferencias significativas

entre los tres grupos para ninguno de los parametros estudiados (sexo (Varon/Mujer),

Indice de masa corporal (IMC) y presion arterial (PA). Valores expresados como media

(DE).
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Tabla 3. Lipidos plasmaticos y fracciones lipoproteicas en nifios y adolescentes

pertenecientes a familias HLFC y control.

HLFC
Hiperlipémicos Normolipémicos Controles
Colesterol 5,28 (0,43)*" 3,87 (0,58) 3,77 (0,54)
Triglicéridos 1,33 (0,69)? 0,66 (0,18) 0,77 (0,27)
VLDL
Colesterol 0,31 (0,36) 0,15 (0,08) 0,15 (0,11)
Triglicéridos 0,65 (0,66)° 0,29 (0,17) 0,45 (0,37)
IDL
Colesterol - 0,14 (0,09) 0,10 (0,05) 0,08 (0,04)
Triglicéridos 0,13 (0,10) 0,09 (0,03) 0,09 (0,02)
LDL
Colesterol 3,65 (0,54)>" 2,56 (0,42) 2,44 (0,53)
Triglicéridos 0,23 (0,08)>" 0,17 (0,02) 0,15 (0,03)
HDL, 0,23 (0,10) 0,18 (0,11) 0,21 (0,08)
HDL, 1,10 (0,25)* 0,87 (0,23) 0,92 (0,23)
HDL total 1,33 (0,31)* | 1,12 (0,24) 1,13 (0,16)
Lp(a) 16,99 (16,46) 23,13 (22,27) 17,87 (12,33)

Valores expresados como media (DE). El colesterol y los triglicéridos en plasma,
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), densidad intermedia (IDL), baja densidad
(LDL) y alta densidad (HDL) estan expresados en mmol/L. Lp(a) expresada en mg/dL.
Significacion estadistica para valores de p<0,05.

2 Significativamente diferente del grupo normolipémico.

® Significativamente diferente del grupo control.
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Tabla 4. Apolipoproteinas en plasma y fracciones en nifios y adolescentes pertenecientes

a la familias HLFC y control.

HLFC

Hiperlipémicos Normolipémicos Controles
Plasma apo A-l 122,93 (21,81)2" 105,5 (15,46) 102,43 (8,79)
Plasma apo B 86,57 (12,76)*° 59,06 (14,10) 63,71 (8,71)
VLDL apo B 3,14 (6,07) 1,86 (3,99) 1,70 (2,70)
IDL apo B 4,57 (1,73) 4,26 (1,42) 4,00 (1,52)
LDL apo B 81,54 (12,76)** 59,35 (8,96) 52,86 (11,35)
Plasma apo C-li 5,44 (0,68)?° 4,68 (0,53) 4,29 (0,30)
Plasma apo C-lll 11,90 (2,18)** 9,91 (1,85) 9,92 (1,10)

Valores expresados como media (DE). Las concentraciones de apolipoproteina (apo) en

plasma, lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), densidad intermedia (IDL) y baja

densidad (LDL). Significacion estadistica para valores de p<0,05.
2 Significativamente diferente del grupo normolipémico.

b Significativamente diferente del grupo control.
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Figura 1. Relacion colesterol LDL / colesterol HDL.

LDLc/HDLc
3.500 W *

3.000 A

2.500

2.000 -

1.500 -

1.000 A

HL NL Control

Figura 1: Se muestar las relacidn entre colesterol LDL (cLDL) y colesterol de las HDL
(cHDL) para los tres grupos de estudio; nifios pertenecientes a familias HLFC

hiperlipémicos (HL), normolipémicos (NL) y nifios controles.
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4.3. ESTUDI 2

Estudi de la influencia del gen de l'apolipoproteina C-lll sobre el
perfil lipoproteic d'individus hiperlipémics i normolipémics
pertanyents a families diagnosticades d'hiperlipémia familiar

combinada.

Ribalta J, La Ville AE, Vallvé JC, Turner PR, Humphries SE,
Masana L. A variation in the apolipoprotein C-lll gene is asociated
with an increased number of circulating VLDL and IDL particles in

familial combined hyperlipidemia. J Lipid Res. (Acceptat)
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A variation in the apolipoprotein C-lll gene is associated with an
increased number of circulating VLDL and IDL particles in familial

combined hyperlipidemia.

Abstract

Detailed plasma lipoprotein analyses were conducted on 16 Familial Combined
Hyperlipidemic (FCHL) probands, all their available family members (n=106) together with 12
normolipidemic control families (n=63) and the results assessed in: relation to a Cyy0-T
mutation in exon 3 of the apo C-lll gene. The frequency of the T,;,, genotype (CT+TT) was
significantly elevated in the probands relative to control subjects (0.64 vs. 0.36; p<0.01) and
was associated with elevated concentrations of plasma triglyceride (p<0.02) and apo C-lli
(p<0.03), VLDL cholesterol (p<0.005), VLDL triglyceride (p<0.009) , IDL cholesterol (p<0.01)
and IDL triglyceride (p<0.007). The T,0 genotype was also associafted with elevations in
VLDL-apo B (p<0.005) and IDL-apo B (p<0.04) indicating a relationship between this
variation and an increased number of triglyceride-rich particles. These findings were
confined to the hyperlipidemic members of the FCHL families and showed a strong
genotype-status interaction (p<0.001). Of considerable clinical relevance is that the apo C-lil
gene may be acting as a modifier gene which is only expressed in the presence of other
factors (e.g. increased VLDL flux, low LPL activity) and therefore may predispose those
members of FCHL families carrying the T;4q, allele to express the FCHL phenotype.

;’?Keywords: Remnant particles, CAD, genotype-status interaction, metabolic syndrome, Al-CllI-

AlV gene cluster, genetic marker, predisposition.
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Introduction

Familial Combined Hyperlipidemia (FCHL) was first described in 1973 as a new,
autosomal dominant, genetic disorder with an estimated prevalence of 0.5-2% in the general
population and which was a condition frequently observed among survivors of a premature
myocardial infarction (1,2). Since then it has been shown to be a highly heterogeneous
disorder (3,4) and, although the hyperlipidemia does not normally manifest before the age of
20 years (5), the presence of the FCHL phenotype among children of affected families has
been reported (6). Also, FCHL phenotype may vary among family members and, over a
temporal sequence, even in the individual patient (7), with phenotypes lla, Ilb or IV
hyperlipidemia being expressed (8).

An increased flux of apolipoprotein (apo) B of very low density lipoprotein (VLDL),
together with a decreased catabolism of triglyceride-rich VLDL and IDL has been reported in
these patients (9-12). These metabolic data strongly suggest the apo B gene as a candidate
in FCHL, but since several studies have demonstrated that apo B does not play a major role
in FCHL (13,14) other modulators of the metabolism of apo B-containing lipoproteins are
being studied. One such is the apo C-lll which is known to inhibit lipoprotein lipase (LPL)
activity in vitro (15-17). A decreased LPL activity has been suggested to affect the hepatic
re-uptake of nascent VLDL particles (18). Excess of apo C-lil delays, by displacement of
apo E, the clearance of IDL particles from plasma (19-20) and causes hypertriglyceridemia
in transgenic mice (21). Increased concentrations of apo C-lIl have been observed in FCHL
patients (22) and, in case/control studies, is also associated with the risk of coronary artery
disease (CAD); elevated apo C-lil concentrations being found in patients with carotid artery
disease (23) and its concentration in the high density lipoprotein (HDL) fraction being
reported as the best predictor of CAD progression (24).

Genetic data suggest that variations at the AI-CllI-AlV locus may be associated with the
triglyceride distributions in a normal population as well as with the FCHL phenotype in a
subset of hyperlipidemic patients (25-28). The aim of the present study was to investigate
the effect of a common variation in the apo C-lIl gene on lipoprotein distributions in a group
of well-characterized FCHL subjects and family members compared to an equivalent group
of clinically-healthy control individuals.
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Subjects and methods

All subjects recruited into the study gave fully-informed written consent and the protocol
was approved by the Scientific and Ethical Committee of the Hospital Universitari de Sant

Joan.

FCHL families

Sixteen index patients diagnosed as having FCHL were recruited from the Lipid Clinic of
the Hospital Universitari de Sant Joan in Reus (Spain). Diagnosis was based on the subject
having plasma concentrations of cholesterol (chol) and triglycerides (trig) = 6.4 mmol/L and
> 2.8 mmol/L, respectively, detected at any time in the clinical history and at least one first
degree relative with a hyperlipoproteinemic phenotype different from that of the proband.

Biochemical analyses were conducted to rule out secondary causes of hyperlipidemia and
apo E genotyping was performed to exclude type lll hyperlipidemia. All index subjects were
on lipid lowering diet and had been taken off lipid lowering medication for a period of at least
two months when recalled for the study. All available family members of index patients were
recruited and totaled 106 individuals. At inclusion in the study hyperlipidemic relatives (n=32)
were assigned the FCHL phenotype on the basis of the one lipid measurement if they
presented plasma cholesterol concentrations > 6.4 mmol/L and/or plasma triglycerides = 2.8
mmol/L. or elevated above the 95th percentile for age and gender in the case of children
below the age of 19 years. Relatives who did not meet these criteria (n=74) were assigned

the normolipidemic status.

Normolipidemic control families

Sixty three individuals belonging to 12 normolipidemic families volunteered to participate
and were included as controls in this study. The families were from among the clinical and
laboratory staff. Subjects undergoing lipid lowering therapy or with secondary causes of

hyperlipidemia were excluded. None of the families met the criteria to be classified as FCHL.

Unrelated normolipidemic controls
Fifty four unrelated healthy normolipidemic controls were included in the study exclusively

for comparison of allele and genotypic frequencies.
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Analitical methods

A 10 ml venous blood sample was withdrawn after an overnight fast of 12 hours.
Triglycerides and cholesterol in plasma and lipoprotein fractions were measured using
enzymatic kits (Boehringer Mannheim, Germany) adapted for a Cobas Mira centrifugal
analyzer (Roche Pharmaceuticals, Switzerland) with Preciip EL® and Precinorm®
(Boehringer Mannheim, Germany) as quality controls. Immuno-turbidometry was employed
for the measurement of the apolipoproteins using specific antiserum purchased from
Boehringer Mannheim, Germany (for apo A-l and apo B), Daiichi Chemicals, Japan (for apo
C-Il and apo C-Ill) and Incstar Corporation, U.S.A (for Lp(a)).

Sequential preparative ultracentrifugation

Lipoproteins were separated by sequential preparative ultracentrifugation (29), using a
Kontron 45.6 fixed-angle rotor in a Centrikon 75 (Kontron Instruments, Italy). The lipoprotein
fractions isolated were VLDL (d<1.006 g/ml), IDL (d=1.006-1.019 g/ml) and LDL (d=1.019-
1.063 g/ml). Total HDL and HDL3 cholesterol were measured subsequent to the precipitation
of the apo B-containing lipoproteins with polyethylene glycol (Immuno AG, Austria). HDL2
cholesterol was calculated from the difference between total HDL and HDL3 cholesterol.

DNA Analyses

DNA was extracted from an aliquot of frozen white cells by the salting out method (30).
PCR was carried out to amplify the region containing the C;,00-T transition which results in a
non-functional polymorphism in exon 3 of the apo C-lll gene (31).The reaction mixture (50
ul) for ampilification contained 250 ng of each of the two primers (Boehringer Mannheim,
Germany), 5' primer, 5-CAATGGGTGGTCAAGCAGAAGC-3' and 3' primer, 5'-
GAGCACCTCCATTCCATTGTTGG-3', 200 ng of genomic DNA and 1 U of Taq polymerase
(Boehringer Mannheim, Germany). Magnesium concentration in the reaction buffer was 1.5
mM. The reactions were performed on a Hybaid Omnigene thermocycler at 95°C for 5 min,
55°C for 1 min and 72°C for 2 min followed by 35 cycles of 95°C for 1 min, 55°C for 1 min
and 72°C for 2 min. PCR products were run on a 2% agarose gel and double blotted on
hybond-N* membrane (Amersham International, U.K). Membranes were hybridized as

described elsewhere (31) with oligonucleotides C: 5-ATGCAGGGCTACATGAA, T: 5-
TTCATGTAACCCTGCAT (Boehringer Mannheim, Germany).
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Statistical analyses

The xz-test was used to compare the frequency of the T,,,, genotypes among
groups. The Z-test for comparison of proportions was used to compare allele frequencies.
ANOVA was performed to compare the means of the lipid, lipoprotein and apolipoprotein
data adjusted for age, gender and BMI and log transformed when the variables were not
normally distributed. The Bonferroni corrected-t-test was used to adjust the acceptance level
when multiple measurements were made. Comparisons using unadjusted data were with

the Student's t-test. One way ANOVA was used to assess linearity between genotypes and

lipid parameters. Deviation from Hardy Weinberg equilibrium was tested with the X2
goodness-of-fit test. Results are expressed as means and standard deviations. Statistical

significance was accepted at the 0.05 level.
Results

Probands' lipid profile on selection together with the family-member composition is
presented in Table 1. Five out of 16 FCHL probands showed, when recalled for the study, a
clear normolipidemic phenotype in contrast to the hyperlipidemia noted in the extensive
clinical history. Table 2 contains the data on the relatives of FCHL probands who were
assigned hyperlipidemic (HL) or normolipidemic (NL) status according to their plasma
cholesterol and triglyceride concentrations together with a further group containing the
control family members. FCHL probands had a significantly increased BMI and proportion of
male subjects compared to HL relatives, NL relatives and control subjects together with
elevated diastolic and systolic blood pressure compared to NL relatives. FCHL probands
were significantly older than their relatives but not different from the control subjects. NL
relatives Wére significantly younger and had lower diastolic blood pressure than control
subjects. The proportion of pre-menopausal women in the NL group (n=35, 47%) and in
controls (n=26, 41%) was not significantly different. Fourteen of the 29 children below the
age of 19 years in the FCHL families had concentrations of either plasma cholesterol,
plasma triglycerides or LDL-chol > 95th percentile or HDL-chol < 5th percentile cut-off for

age and gender for a Spanish population (32). Eight of them were below the age of 15 years.
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Lipids, lipoproteins and apolipoproteins

Plasma lipids, lipoproteins and apolipoproteins measured in the FCHL Probands, HL, NL
and control group are summarized in Table 3 and the differences were assessed on data
adjusted for BMI, génder and age. Probands and HL relatives had significantly elevated
concentrations of cholesterol and triglycerides (plasma, VLDL, IDL and LDL) as well as
increased concentrations of apo B (plasma, VLDL, LDL) and plasma apo C-ll and C-llI
compared to NL relatives and controls. FCHL Probands had significantly higher
concentrations of plasma triglycerides and VLDL-chol than their HL relatives. Plasma apo B,
VLDL-apo B and HDL2-chol were significantly increased and apo C-ll significantly
decreased in the control group compared to NL relatives. The apo A-l/total HDL-chol ratio
was significantly higher (p<0.0001) in FCHL probands (125.7£13.7) and HL relatives
(112.3+27.5) compared to NL relatives (97.9113.8) and control subjects (95.2114.0).

Ci100-T polymorphism in the apo C-lll gene

The distributions of genotypic and allelic frequencies in the different groups are displayed
in Figure 1. The observed frequencies of the CC, CT and TT genotypes in FCHL and control
families were not different from those predicted by the Hardy-Weinberg distribution .

Comparisons of allelic and genotype frequencies were made with a control group of 54
unrelated subjects (M/F 40/14) of mean age 32+10, BM| 23.814.5, plasma cholesterol
5.04+1.06 and triglycerides 0.94+0.62. Frequencies of the T,;0 genotypes were significantly
higher among FCHL probands (0.64; p<0.01) and HL relatives (0.50; p<0.001) compared to
control subjects (0.36). NL relatives did not show higher frequencies of the T, genotype
compared with controls (0.43 and 0.36, respectively). The same, albeit non-significant, trend
was observed with regard to the allelic frequencies (0.36, 0.31, 0.25 and 0.20; Probands, HL
relatives, NL relatives and controls, respectively).

The association of the T,,o, genotype with plasma lipids, lipoproteins and apolipoproteins
was studied separately in FCHL and control families and the results are summarized in
Table 4. Within the FCHL families, the T allele showed a clear association with an increased
concentration of plasma triglycerides, apolipoproteins C-lll and A-l as well as components
(chol, trig and apo B) of VLDL and IDL. Conversely, none of these associations was
observed within the control families. Assessed by multiple regression ANOVA after
adjustment for age, BMI and gender, there was a strongly significant interaction (p<0.001)

between the effect of the T allele and subject status (FCHL-family member or control-family
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member) in the above mentioned parameters. The effect of the T,4 genotype on lipids and
apolipoproteins, which was observed to be confined to FCHL families, was then assessed in
the hyperlipidemic with respect to the normolipidemic family members. The results showed
that the T allele was associated with elevated concentrations of all parameters only in HL
subjects (Probands and HL relatives) while no differences were observed between
genotypes in NL relatives. Even when FCHL probands were removed from the statistical
analyses the T allele still showed an association with elevated concentrations of VLDL (chol,
trig, apo B), IDL-trig and apolipoproteins A-I and C-lil.

Since a significant association between the T allele and differences in lipid and
apolipoprotein parameters was detected only among HL subjects, analysis of gene-dosage
effect was performed in this group. The linear relationship between genotypes and those
parameters which were affected by the T allele was assessed by one-way ANOVA .
Significant gene-dosage effects were observed for plasma triglyceride (p<0.02), VLDL-chol
(p<0.01), VLDL-trig (p<0.01), VLDL-apo B (p<0.0003), apo A-l (p<0.002) and apo C-lli
(p<0.0005) (Figure 2).

Discussion

FCHL has traditionally been considered a disorder with a late onset (1,2) where a
hyperlipidemic profile is not observed before the age of 20 years. However, in agreement
with the report of Cortner et al. (6) we have observed that almost 50% of FCHL children
below the age of 19 express hyperlipidemia which was characterized by plasma cholesterol
or triglyceride concentrations above the 95th percentile and often accompanied by high LDL-
chol levels (32).This indicates that individuals affected by FCHL may already express
hyperlipidemia at early stages in life and could partially explain the increased risk for CAD
seen in adult FCHL patients. Parameters associated with CAD risk, such as male gender
and increased age, were over-represented among FCHL probands and might be responsible
for additional differences observed in BMI and blood‘ pressure.

The hyperlipidemic phenotype can vary in FCHL patients over time. This was the case in
5 of the 16 well-characterized FCHL probands included in the study who, in contrast to the
hyperlipidemia observed during a previous extensive follow-up, presented with a clear

normolipidemic profile at the time of sampling for the present study. It confirms the variable
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expression of hyperlipidemia in these patients and is reflected in the only moderately high
mean plasma cholesterol and triglyceride concentrations in the group of FCHL probands
who, incidentally, had been on a period of dietary restriction.

As expected for the phenotypic expression of FCHL, increased plasma lipid concentrations,
lipid enriched lipoprotein fractions (VLDL, IDL, LDL) and elevated apo B concentrations were
found in subjects expressing the FCHL phenotype. These are well-assessed metabolic
features extensively reported in relation to FCHL (9-12).

Several studies have suggested associations between variations at the Al-ClII-AlV gene
cluster and FCHL (25,33,34) and a more recent work by Dallinga-Thie et al. (28) reports a
regulatory role of this gene cluster for the expression of FCHL. These variations are thought
to be in linkage disequilibrium with a functional mutation (or mutations) in or around the gene
cluster. The mechanism by which this putative locus might modulate lipoprotein metabolism
in these patients is not known although it is likely to be via the regulation of triglyceride
metabolism (27,33,35). To help in clarifying this point-we studied the associations between
the detailed lipid profile of subjects with FCHL and a C ; 100-T transition in exon 3 of the apo

C-lll gene. This mutation is reported to have a significantly elevated frequency among
subjects with combined hyperlipidemia (36%) and with a clear effect in elevating the plasma
triglyceride concentrations in these subjects, would appear to be, therefore, a useful marker
to assess the potential effect of the apo C-lil gene in FCHL. This variation does not result in
an altered protein and is, presumably, acting as a marker for a functional mutation (or
mutations) elsewhere in the gene cluster, for example, in the up-stream region controlling
the synthesis of apo C-lll (35), which has been shown to influence triglyceride metabolism.
The CT and TT genotypes were more frequent amohg FCHL probands and HL relatives than
in controls and allelic frequencies were in agreement with those reported by Xu et al. (27).
Although, due to small numbers, statistical significance was not obtained in all cases, the T
allele was consistently more frequent in those groups expressing hyperlipidemia (probands,
HL relatives) than in normolipidemic or control subjects, suggesting a contributing role of this
gene in the development of hyperlipidemia. The T allele was associated with higher plasma
apo C-lll and triglyceride concentrations and also to an enrichment in cholesterol and
triglycerides in VLDL and IDL. Of particular interest is the observation that the T allele was
associated with increased content of apo B in VLDL and IDL which can be interpreted, on
the assumption that VLDL and IDL, like LDL, contain one molecule of apo B per particle, as
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an increased number of these particles. Increased number of VLDL and IDL particles in
FCHL may result from hepatic over-production of VLDL-apo B and/or decreased catabolism
of these particles as demonstrated by Janus et al. (11). Also, a delayed clearance of post-
prandial triglyceride -rich lipoproteins has been found to be related with changes in apo C-llI
concentrations in these patients (22). While the genetic bases of this accumulation of
particles are not clear, our data suggest that the apo C-Ill gene is, indeed, involved in this
process. The observed association between the T, genotype with increased
concentrations of apo C-lll and the accumulation of VLDL and IDL particles is consistent with
the reported role of apo C-lll in functionally displacing apo E and leading to an impaired
clearance of these lipoprotein particles (19,20). This, together with the lack of association
with total plasma apo B levels suggests that the apo C-Ill gene is most probably affecting the
catabolism of triglyceride-rich particles rather than the overall hepatic synthesis of the
lipoproteins. A further metabolic implication is suggested by the observation that the
accumulation of particles results in denser and smaller VLDL particles which, together with
IDL, rapidly enter the LDL compartment (5) and therefore may account for an elevation in
LDL, also observed in FCHL.

The association between the rarer T allele and increased VLDL, IDL and apo C-lll was
observed in FCHL families but was not observed in the control groub. More importantly, it
was observed only among the hyperlipidemic members of the FCHL families. This is of
considerable clinical relevance since this suggests that, in view of the elevated frequency of
the T,400 genotype among FCHL subjects, the apo C-lll gene might be predisposing these
individuals to FCHL and that this gene might be displaying a modifying effect in being
expressed only in the presence of other factors such as VLDL overproduction or decreased
LPL activity. The identification of these factors and the molecular mechanism of this
interaction will be of importance in understanding the development and variability of the
FCHL phenotype.
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Table 1. Plasma lipid concentrations, in mmol/L, of the 16 FCHL probands.
Family Relatives Proband Age Sex Chol Trig HDLc ApoE
Al <19
yrs

1 9 2 1 51 M 71/65 3.1/29 1.2 3/4
2 6 0 2 29 M 81/6.8 3.0/20 1.1 3/3
3 9 0 3 54 F 87/60 48/26 1.7 313
4 3 1 4 48 M 87/82 33/33 1.4 3/4
5 17 4 5 42 M 6.9/65 6.5/2.1 1.0 3/3
6 7 3 6 44 M 64/58 50/24 0.9 313
7 10 1 7 54 M 78/65 6.6/ 2.0 1.1 3/3
8 5 0 8 59 F 70/61 44/28 1.5 3/3
9 7 1 9 62 M 83/6.7 3.3/31 1.1 3/3
10 6 1 10 47 M 73/63 45/32 0.7 3/4
11 5 2 11 46 M 6.9/6.7 68/22 0.7 3/4
12 9 3 12 57 F 94/76 32/29 1.3 3/3
13 7 2 13 51 M 78/82 36/35 2.1 3/4
14 6 1 14 53 M 6.3/562 91/1.5 1.7 3/3
15 5 3 15 36 M 66/63 39/1.9 0.9 3/3
16 11 5 16 32 M 98/76 59/21 0.9 3/3
16 122 29 48(9) 7.71.0) 4.8(1.7) 1.2(0.4)

Plasma concentrations of cholesterol (chol), triglyceride (trig) and HDL cholesterol (HDLc) and apo E genotype

(apo E). Allelic frequencies of apo E are 0.84 for E3 and 0.15 for E4 among probands. Cholesterol and

triglyceride mean values correspond to column A and are expressed as mean (SD).

Column A - Maximum values for plasma lipid concentrations obtained from patients’ files during long-term

follow-up (minimum of 1 year in all cases).

Column B - Values obtained on entry into the study.

Mean values expressed as mean (SD).
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Table 2. Biometric characteristics of the groups studied.

Variable Probands HL-rel NL-rel Controls
Number 16 32 74 63
Age 48(9)** 37(24) 33(20)° 42(19)
Gender (M/F) 13/32be 13/19 31/43 30/33
BMI (Kg/m?) 29.3(3.7)2bc 25.4(5.8) 24.5(5.9) 2.9(3.3)
Diastolic BP 81(9)° 76(19) 71(15)° 76(11)
Systolic BP 128(13)° 129(27)° 119(23) 125(18)

Values expressed as mean (SD).

Gender Male/Female. Hyperlipidemic (HL-rel) and normolipidemic (NL-rel) relatives.
# Significantly different from HL -rel.

b Significantly different from NL-rel.

¢ Significantly different from controls.
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Table 3. Lipid, lipoprotein and apolipoprotein concentrations in the study groups.

Variable Probands HL-rel NL-rel Controls
n=16 n=32 n=74 n=63

Plasma Chol 6.41(1.07)>° 6.12(1.02)"° 4.42(0.82) 5.08(0.93)
Plasma Trig 2.32(0.70)2be 1.36(0.82)°° 0.88(0.42) 1.06(0.61)
VLDL

Chol 0.90(0.31)2be 0.41(0.47)°* 0.21(0.22) 0.23(0.20)

Trig 1.56(0.50)"¢ 0.77(0.73)"° 0.42(0.33) 0.49(0.47)

Apo B 24.39(11.78)"° 14.77(20.92)" 5.67(7.36)° 10.16(11.00)
IDL

Chol 0.46(0.19)"° 0.25(0.27)b° 0.14(0.10) 0.17(0.12)

Trig 0.31(0.09)* 0.17(0.12)>¢ 0.12(0.06) 0.12(0.06)

Apo B 8.72(5.35) 6.83(6.52) 4.59(1.68) 5.07(3.20)
LDL

Chol 4.21(0.85)>° 4.02(0.91)¢ - 2.89(0.70) 3.36(0.76)

Trig 0.43(0.13)"° 0.28(0.10)"¢ 0.22(0.08) 0.25(0.09)

Apo B 95.63(16.34)>°  90.07(18.76)° 64.59(17.12) 72.95(16.90)
HDL2 0.13(0.06) 0.21(0.10) 0.20(0.15)° 0.29(0.20)
HDL3 0.78(0.19) 1.07(0.28) 0.98(0.28) 1.06(0.22)
Total HDL 0.92(0.21)° 1.27(0.34) 1.20(0.30) 1.35(0.33)
Plasma apo A-l 113.25(20.52) 128.63(24.16) 114.85(18.57) 123.89(18.79)
Plasma apo B 130.31(19.74)*°  107.44(27.17)>*  71.70(18.72)° 87.53(23.24)
Plasma apo C-li 6.85(1.24)"° 6.26(1.40)° 5.23(0.82)° 4.59(0.42)
Plasma apo C-lll  15.17(2.97)"° 13.99(5.(}5)"'c 10.77(2.45) 11.04(1.62)
Lp(a) 20.83(19.50) 19.65(16.25) 19.20(17.95) 24.03(14.72)

Hyperlipidemic (HL-rel) and normolipidemic (NL-rel) relatives. Cholesterol and triglycerides in plasma and all fractions are
expressed as mmol/L. Apolipoproteins in plasma and all fractions and Lp(a) are expressed in mg/dL.

a Significantly different compared to HL relatives.

b Significantly different compared to NL relatives.

¢ Significantly different compared to controls.

Statistical differences assessed by ANOVA with data adjusted for age, gender and BMI.

All values expressed as means (SD).
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Table 4. Lipid, lipoprotein and apolipoprotein parameters in subjects from FCHL families and

control families based on genotype.

Variable FCHL families Control families
cC CTaT ccC CTaT
n=62 n=58 n=39 n=24
Plasma Chol 4.98 (1.14) 5.28(1.28) 4.89(0.96) 5.27(0.81)
Plasma Trig 1.06(1.23) 1.45(1.00) 0.95(0.38) 0.97(0.45)
VLDL
Chol 0.27(0.49) 0.45(0.50)° 0.20(0.15) 0.19(0.17)
Trig 0.55(0.97) 0.79(0.81)° 0.42(0.31) 0.41(0.32)
ApoB  6.99(10.03) 14.68(17.08)" 8.37(8.33) 8.63(5.01)
IDL
Chol 0.17(0.12) 0.25(0.25)° 0.15(0.08) 0.16(0.16)
Trig 0.14(0.11) 0.17(0.13)° 0.11(0.05) 0.11(0.07)
ApoB  4.96(2.36) 6.51(5.36)° 4.77(3.31) 5.29(3.38)
LDL
Chol 3.38(0.98) - 3.37(1.03) 3.23(0.78) 3.65(0.67)
Trig 0.25(0.12) 0.27(0.11) 0.23(0.08) 0.26(0.11)
Apo B 76.54(21.09) 71.90(22.35) 70.33(17.85) 77.84(13.77)
HDL2 0.18(0.15) 0.20(0.11) 0.30(0.25) 0.27(0.12)
HDL3 0.93(0.27) 1.02(0.29) 1.05(0.20) 1.09(0.25)
Total HDL 1.13(0.30) 1.23(0.35) 1.35(0.37) 1.36(0.27)
Plasma apo A-l  113.52(18.14) 122.96(23.20)°  122.15(18.56) 121.49(18.96)
Plasma apo B 86.72(31.96) 90.12(33.16) 84.29(20.99) 89.67(19.91)
Plasma apo C-ll  5.59(1.63) 5.77(1.30) 4.52(0.40) 4.30(0.36)
Plasma apo C-lll  11.51(4.71) 12.75(4.64)* 10.78(1.26) 11.34(2.07)

Cholesterol and triglycerides in plasma and all fractions are expressed as mmol/L.
Apolipoproteins in plasma and all fractions are expressed in mg/dL.
All values expressed as means (SD).
Statistical differences assessed by ANOVA with data adjusted for age, gender and BMI.

2 p<0.05; # p<0.01; ¢ p<0.001 compared to the CC genotype in FCHL families.
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Figure 1

B Genotype frequency ElAllele frequency
%*
07+ 064
0.6
0.5
0.4
0.3 1
0.2
0.1 1
0 -
Probands HL-rel NL-rel Unrelated
controls
N=16 N=32 N=74 N=54
Figure 1.

Genotype (CT/TT) and allelic frequencies of the minor allele (T) in FCHL families: Probands,
Hyperlipidemic relatives (HL-rel), Normolipidemic relatives (NL-rel), and unrelated Controls.
* Statistically different from controls. Probands (p<0.01), HL-rel (p<0.001).
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Figure 2.

Genotype-status interaction in relation to concentrations of plasma triglycerides, VL.DL-chol,
VLDL-trig, VLDL-apoB, apo C-lil and apo A-l. Note : Gene dosage observed only among the
hyperlipidemic members of FCHL families. * Statistically significant linear correlation.
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Estudi de les concentracions plasmatiques de retinol en individus

afectes d'hiperlipémia familiar combinada.

Ribalta J, La vViHe AE, Girona J, Valivé JC, Masana L. Low
plasma vitamin A concentrations in familial combined
hyperlipidemia. Arch Intern Med. (En revisid).
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Low plasma vitamin A concentrations in familial combined

hyperlipidemia.

Abstract

Background : Up to 20% of the survivors of acute myocardial infarction present with the
heritable form of hyperlipidaemia termed familial combined hyperlipidemia (FCHL). Some of
the genes reported to be involved in this disorder, such as that of lipoprotein lipase (LPL)
and apolipoprotein (apo) C-lll, are controlled by a peroxisome proliferétor activated receptor
(PPAR) / retinoic acid receptor X (RXR) regulatory system which is retinoic acid dependant.
We hypothesised that the availability of retinoic acid or its precursor retinol (vitamin A) could
be altered in FCHL and could help explain some aspects of the phenotypic expression of the
disease.

Methods : Plasma lipids, lipoproteins, apolipoproteins and retinol concentrations were
measured in 30 FCHL subjects (from 16 families) and 56 control subjects from 12 families.
Since vitamin A circulates in close association with the plasma lipoproteins, all statistical
analyses were performed on data adjusted for plasma cholesterol and triglyceride
concentrations.

Findings : Plasma retinol concentrations in FCHL subjects were significantly lower than that
of control subjects (418.9 + 229.5 vs. 888.9 + 352.2 pg/L, respectively; p < 0.0001).
Interestingly, plasma retinol concentration correlated significantly with plasma cholesterol (R
= 0.38; p < 0.003), triglycerides (R = 0.23; p < 0.05), LDL cholesterol (R = 0.32; p < 0.01)
and apolipoprotein B (R = 0.42; p < 0.001) in controls whereas, in the FCHL subjects, it
correlated significantly only with parameters of reverse cholesterol transport; HDL
cholesterol (R = 0.44; p < 0.01) and apolipoprotein A-l (R = 0.53; p < 0.002).

Interpretation : This novel finding of highly signiﬁdant decreased concentrations of plasma
retinol in FCHL relative to control subjects gives support to the hybothesis that vitamin A

might be involved in the expression of this disorder.
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Introduction

Familial combined hyperlipidemia (FCHL)' is the commonest genetic form of

hyperlipidaemia and is present in about 20% of myocardial infarction survivors.2 FCHL
patients may present with hypercholesterolaemia, hypertriglyceridaemia or both. Moreover,

the FCHL phenotype may vary among family members and even in the individual patient
over time.’ Although the aetiology of this highly heterogeneous disorder is not well
understood,4 several metabolic features such as very low density lipoprotein (VLDL)

apolipoprotein (apo) B overproduction,5 small dense low density lipoprotein (LDL) particles,6
decreased Iipoproteih lipase (LPL) activity”® and elevated plasma apo C-lll concentrations®
have been described. Mutations in the LPL"™'" and apo C-llI'** genes associated with
decreased LPL activity or elevated apo C-lli concentrations have been reported to be more
frequent among FCHL subjects. The interaction between these genetic variants and
environmental factors such as diet and obesity contribute to the individual expression of the
FCHL phenotype. Hence, it is of considerable importance to identify the mechanisms by
which these factors regulate gene expression. For example, the LPL and apo C-lll genes
are stimulated and repressed, respectively, by fibrate therapy and dietary fatty acids.'*"®
More precisely, the metabolic perturbation induced by environmental stimuli leads to the
activation of a class of proteins belonging to the nuclear receptor superfamily termed
Peroxisome Proliferator Activated Receptors (PPARs)"” which, by heterodimerising with the
9-cis-retinoic acid receptor X (RXR), recognise response elements (RE) of the promoter
region of the above-mentioned target genes and, hence, control their expression. Both
elements of this signalling pathway, PPAR and RXR, need to be physiologically activated to
promote a regulatory effect on the target genes. PPARs are activated by multiple stimuli
directly resulting from the action of hypolipidaemic agents (such as the fibrates), diet and

lipid or glucose metabolism whereas RXR is activated by retinoic acid,m'17 which is an
intracellular active form of dietary retinol (vitamin A). This is, therefore, a regulatory system
in which the physiological response to drug or diet-induced changes would be directly
dependent on the availability of vitamin A. In view of the role that this signalling pathway
has on the regulation of genes known to be involved in FCHL, we hypothesised that the

availability (i.e. concentrations in plasma) of vitamin A could be playing a role in the
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expression of FCHL phenotype.
Subjects and methods

FCHL subjects

As part of a larger investigation into the inheritance of FCHL, sixteen families diagnosed
as having the disease were identified from the Lipid Clinic of the Hospital Universitari de
Sant Joan in Reus (Spain). Diagnosis was based on the index patient having plasma
concentrations of cholesterol (chol) and triglycerides (tg) > 6.4 mmol/L and/or > 2.8 mmoliL,
respectively, detected at any time in the clinical history and at least one first-degree relative
with a hyperlipidaemic phenotype different from that of the proband. Among these families all
those with plasma cholesterol or triglycerides > 6.4 mmol/L and > 2.8 mmol/L were assigned
the FCHL phenotype (n = 30).

Biochemical analyses were conducted to rule out secondary causes of hyperlipidaemia
and apo E genotyping was performed to exclude type lll hyperlipidemia. Sixteen were on
lipid-lowering diets and had been taken off lipid-lowering medication for a period of at least
two months when recalled for the study. The rest (n = 14) were identified and recruited

before any therapeutic intervention was initiated.

Normolipidaemic control subjects

Fifty six clinically-healthy individuals belonging to 12 normolipidaemic families volunteered
to participate and were included as controls in this study. These individuals were recruited
from among the clinical and laboratory staff. Subjects undergoing lipid lowering therapy or
with secondary causes of hyperlipidaemia were excluded. None of the families met the
criteria to be classified as FCHL. '

All patients and control subjects recruited into the study gave fully-informed written
consent and the protocol was approved by tHe Scientific'and Ethical Committee of the

Hospital Universitari de Sant Joan.

Analytical methods
A 10 ml venous blood sample was withdrawn after an overnight fast of 12 hours. One

aliquot of the plasma samples was immediately frozen at -70°C in opaque containers for
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plasma retinol and HDL cholesterol or apo A-I concentrations was detected in this group.
Conversely, in the FCHL group, positive significant correlation between plasma retinol and
HDL cholesterol (R = 0.44; p=0.01) and apo A-l (R = 0.53; p = 0.002) was observed.

Discussion

The present report forms part of a wider investigation into the genotypic and phenotypic
expression of FCHL. The hypothesis that vitamin A could be involved in the expression of
familial combined hyperlipidemia was based on observations which indicated that the
increased synthesis and decreased catabolism of VLDL, which is characteristic of FCHL
patients, is reverted by the action of fibrate therapy®?' the mode of action being the
stimulation of the expression of the triglyceride lipase enzyme and repression of the
synthesis of its inhibitor, apo C-lIl."*'® Further, this regulatory effect occurs via the PPAR /
RXR system which depends on retinoic acid, the intracellular form of plasma vitamin A,
being physiologically active.'®!” Since vitamin A is largely of dietary origin, this aspect could
have some significance in the observed variation in the patterns of FCHL expression.

Our results indicating that plasma retinol concentrations were significantly lower in FCHL
relative to control subjects are intriguing in that several phenomena associated with FCHL
would, now, need to be explored.

Firstly, dietary intake of vitamin A could account for the 50% reduction in the
circulating levels of retinol observed in FCHL subjects compared with controls?*®, This
possibility, however, cannot be the case in the present study since plasma retinol
concentrations were no different between those FCHL subjects who were on lipid lowering
diet (regularly monitored in the Lipid Clinic) and those who were not. Moreover, preliminary
results indicated that vitamin A concentrations were also decreased in normolipidaemic
members of FCHL families compared to control subjects (data not shown). These two
aspects suggest that low plasma vitamin A concentrations could be more a feature of FCHL
rather than a consequence of dietary restriction. Alterations of vitamin A absorption and its
binding to RBP* could affect the assembly, transport and subsequent hepatic clearance of
chylomicrons, the lipoprotein which delivers dietary vitamin A to the liver and which is
reported to have a delayed post-prandial clearance in FCHL.? /n vivo lipoprotein kinetics

using stable isotopes may help elucidate these aspects.
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Secondly, the proposed hypothesis that vitamin A modulates the effect of the
PPAR/RXR system on lipoprotein metabolism in response to fibrate or dietary therapy relies
on the assumption that intracellular retinoic acid availability is dependent on the plasma
concentration of its precursor, vitamin A. In the present study, vitamin A values in the FCHL
subjects were not in the range that could be considered as a state of vitamin A deficiency
(none of the subjects had plasma vitamin A concentrations below the mean minus two
standard deviations of the control values) and, therefore, the extent to which the observed
reductions could affect the intracellular availability of retinoic acid needs to be investigated
since there is evidence indicating that vitamin A regulates the expression of apo A-l and C-lll
genes in a tissue specific manner in rats.”

Thirdly, controversy exists regarding the closeness of the relationship between

retinoids and lipids since, on one hand, hypertriglyceridaemia has been reported to develop
as a result of the therapeutic use of retinoids®® and, on the other hand, epidemiological
studies have demonstrated that long-term vitamin A intake does not produce clinically-
significant hypertriglyceridemia.?’ Again, in vivo lipoprotein kinetics using the recently-
developed non-radioactive tracer methodologies in conjunction with in vitro testing of this
signalling pathway by means of gene expression assays would resolve these questions;
studies that are currently under way in our metabolic ward.
In conclusion, the novel observation of low vitamin A concentrations in subjects with FCHL is
consistent with our hypothesis that vitamin A could be involved in the pathogenesis of this
disorder. The cause of these low vitamin A concentrations requires prompt investigation also
because of its reported anti-oxidant and, hence, anti-atherogenic characteristics.
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Table 1. Biometric characteristics of the FCHL and control group of subjects.

FCHL CONTROL
(n=30) (n=56)
Age 44,1+ 19.5 40.0+17.2
BMI (Kg/m?) 26.9+5.6 24.4+3.8
Gender (M/F) 16/14 26/30

Body mass index (BMI). Gender (Male/Female).



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ASPECTES METABOLICS I PAPER DE L°AGREGAT GENETIC AL-CIII-AIV EN LA HIPERLIPEMIA FAMILIAR
COMBINADA

Josep Ribalta Vives

ISBN:978-84-691-1879-5/DL:T-341-2008

142 Resultats i Discussié - ESTUDI 3

Table 2. Lipid, lipoprotein and apolipoprotein values in the FCHL and Control group of

subjects.
FCHL CONTROL
(n=30) (n=56)

Chol 6.47 + 0.93# 4,92 + 0.91
Tg 1.82 + 0.83# 0.99+ 0.53
VLDL

Chol 0.65+ 0.47# 0.20 + 0.17

Tg 111+ 0.67# 0.46 + 0.42
IDL

Chol 0.38 + 0.27# 0.15+ 0.09

Tg 0.24+ 0.12# 0.12+ 0.05
LDL

Chol 4,34 + 0.87# 3.27+ 0.76

Tg 0.36 + 0.13# 0.25+ 0.08
Total HDL 1.09+ 0.33 1.32+ 0.35
HDL, 0.17 + 0.09 0.27 + 0.15
HDL, 0.92+ 0.28 1.05+ 0.26
Lp(a) 208+ 17.9 23.0+ 14.0
Apo A-l 122.3+ 26.3 121.9 + 20.4
Apo B 122.1 + 22.6# 83.7+ 21.3
Apo C-i 6.6+ 1.3# 47+ 05
Apo C-li 145+ 3.0# 10.9+ 2.0

Cholesterol and triglycerides in plasma and lipoprotein fractions are expressed as mmol/L.
Lp (a) and apolipoproteins are expressed as mg/dL.
# Significantly different from control.
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Table 3. Plasma retinol correlations with lipid and apolipoprotein concentrations.
Group Chol Tg LDLc HDLc Apo B Apo A-l
FCHL

0.15 0.12 0.05 0.44 0.20 0.53

(NS) (NS) (NS) (p<0.01) (NS) (p<0.002)
CONTROL

0.38 0.23 0.32 0.004 0.42 0.22

(P<0.003) (P<0.05) (P<0.01) (NS) (p<0.001)  (NS)

Correlation (R) values adjusted for age, gender and BMI. Statistical significance in brackets.
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Plasma retinol concentrations in the individual FCHL (n=30) and control subjects (n=56).

Horizontal line indicates mean plasma retinol concentrations of each group.
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4.5. ESTUDI 4

Estudi de les lipoproteines d'alta densitat i la seva relacié amb

I'activitat de I'enzim LCAT en pacients amb hiperlipémia familiar
combinada.

Ribalta J, La Ville AE, Vallvé JC, Girona J, Masana L.
Lecithin :cholesterol acyltransferase activity is not altered in

familial combined hyperlipidemia. Atherosclerosis. (En revisid).
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Lecithin:cholesterol acyltransferase (LCAT) activity is not altered in
Familial combined hyperlipidemia.

Abstract

Elevated concentrations of plasma cholesterol and triglycerides are characteristic of

Familial Combined Hyperlipidemia (FCHL) which may also present reduced high density

lipoprotein (HDL) cholesterol concentrations. Lecithin:cholesterol acyltransferase
(LCAT) plays a key role in the reverse cholesterol transport by converting unesterified
cholesterol to cholesterol ester in the process of maturation of HDL and, therefore, could
influence HDL metabolism in these patients.

We aimed to study high density lipoproteins and LCAT activity in 25 FCHL subjects and
48 controls. Total HDL (p=0.018) and HDL2 (p=0.008) were significantly decreased in the
FCHL group compared with controls. After analyses with adjusted data only HDL2 remained
significantly decreased in the FCHL group (p=0.050). The LDLc/HDLc and A-I/HDLc ratios
were significantly elevated in the FCHL group, the latter suggesting the existence of
compositional differences in the HDL particles of the FCHL individuals.

LCAT activity assessed in the FCHL (19.94 + 3.95 nmol/ml/h) and control (20.13 &
6.86 nmol/ml/h) groups showed no statistically significant differences. A significant positive
correlation of LCAT activity with total HDL (r=0.42), HDL3 cholesterol (r=0.46) and
apolipoprotein A-l (r=0.47) was observed in affected subjects but not in controls.

An association between a G_;5-A variation in the promoter region of the apo A-l gene and
elevated concentrations of total HDL cholesterol (p=0.052) and apo A-l (p=0.009) was
observed. This association was strongly influenced by the status of the subject (FCHL or
control) providing further evidence for a regulatory role of this genetic region in the
expression of FCHL. ' 4

Our data suggests that LCAT activity is normal in FCHL and, therefore, does not account
for the abnormalities observed in these patients essentially with regard to the HDL2

subfraction.
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Introduction

Familial combined hyperlipidemia (FCHL) is the commonest genetic form of hyperlipidemia
among survivors of premature myocardial infarction (10-20%) with an estimated prevalence
of 0.5-2% in the general population [1,2]. Family studies are necessary to diagnose FCHL in
an individual patient since the FCHL phenotype may vary among family members and, over
a temporal sequence, even in the individual patient, with hypercholesterolemia,
hypertriglyceridemia, or both, being expressed [3,4]. Increased flux of apolipoprotein (apo) B
of very low density lipoprotein (VLDL) and decreased catabolism of VLDL and intermediate
density lipoproteins (IDL) have been reported in these patients [5-8]. Increase of small dense
low density lipoproteins (LDL) [9,10] and impaired lipoprotein lipase (LPL) activity [11,12] are
also features associated with the FCHL phenotype in a subset of patients.

Low concentrations of high density lipoprotein (HDL) have been reported in relation to
FCHL [4,13,14] and could account for the increased risk of coronary artery disease (CAD)
associated with this disorder [15,16]. If these reductions can be considered a specific
characteristic of these patients remains to be elucidated since factors of a either metabolic
(hypertriglyceridemia, insulin resistance, menopause) [17-19], environmental (smoking,
physical exercise) [20,21] or genetic (apo E genotype) [22] nature may partially explain these
reductions. Conversely, several reports suggest that key proteins involved in reverse
cholesterol transport, such as, Lecithin :cholesterol acyltransferase (LCAT) and cholesterol
ester transfer protein (CETP) might be altered in these patients [23,24]. LCAT converts
unesterified cholesterol to cholesterol ester in the process of maturation of HDL [25,26]
whereas CETP exchanges neutral lipids between triglyceride-rich lipoproteins and HDL [27].
While CETP has been reported to have increased activity in patients with combined
hyperlipidemia [24], the potential role of LCAT in FCHL has been pointed out in animal
studies [23] but remains to be clarified in humans. More precisely, familial
hypercholesterolemic swine, which resemble FCHL, present elevations in HDL cholesterol in
response to drug treatment which are accompanied of increased LCAT activity.

The fact that the gene encoding for apo A-l, the activator of LCAT, is located in the Al-
CllII-AlV gene cluster to which extensive data links to the aetiology of FCHL [28-30], further
supports a potential role of LCAT in the expression of FCHL.

We aimed to study high density lipoproteins and LCAT activity in subjects with familial
combined hyperlipidemia and also its relation with a polymorphism in the promoter region of

the apo A-l gene in order to investigate a potential genetic component underlying the reverse
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transport of cholesterol in FCHL.

Subjects and methods

All subjects recruited into the study gave fully-informed written consent and the
protocol was approved by the Scientific and Ethical Committee of the Hospital Universitari de

Sant Joan.

FCHL families

Nine index patients diagnosed as having FCHL were recruited from the Lipid Clinic of the
Hospital Universitari de Sant Joan in Reus (Spain). Diagnosis was based on the subject
having plasma concentrations of cholesterol (chol) and triglycerides (trig) > 6.4 mmol/L and >
2.8 mmol/L, respectively, detected at any time in the clinical history and at least one first
degree relative with a hyperlipidemic phenotype different from that of the proband. Mean
plasma cholesterol and triglyceride values of index subjects during selection were 7.5 + 0.9
and 4.5 + 1.5 mmol/l, respectively.

Biochemical analyses were conducted to rule out secondary causes of hyperlipidemia
and apo E genotyping was performed to exclude type Ill hyperlipidemia. All index subjects
were on a lipid lowering diet and had been taken off lipid lowering medication for a period of
at least two months when recalled for the study. All available family members of index
patients with plasma cholesterol concentrations > 6.4 mmol/L. and/or plasma triglycerides >
2.8 mmol/L or elevated above the 95th percentile for age and gender were assigned the
FCHL phenotype (n=16). The FCHL group totalled with the index subjects 25 individuals .

Normolipidemic control families

Forty eight individuals belonging to 12 normolipidemic families volunteered to
participate and were included as controls in this study. The families were from among the
clinical and laboratory staff. Subjects undergoingvlipid lowering therapy or with secondary
causes of hyperlipidemia were excluded. None of the families met the criteria to be classified
as FCHL.
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Analytical methods
A 10 ml venous blood sample was withdrawn after an overnight fast of 12 hours.
Triglycerides and cholesterol in plasma and lipoprotein fractions were measured using

enzymatic kits (Boehringer Mannheim, Germany) adapted for a Cobas Mira analyzer (Roche

Pharmaceuticals, Switzerland) with Precilip EL® and Precinorm® (Boehringer Mannheim,
Germany) as quality controls. Immuno-turbidometry was employed for the measurement of
the apolipoproteins using specific antiserum purchased from Boehringer Mannheim,
Germany (for apo A-l and apo B), Daiichi Chemicals, Japan (for apo C-Il and apo C-llf) and
Incstar Corporation, U.S.A (for Lp(a)).

Sequential preparative ultracentrifugation

Lipoproteins were separated by sequential preparative ultracentrifugation [31], using
a Kontron 45.6 fixed-angle rotor in a Centrikon 1075 (Kontron Instruments, Italy). The
lipoprotein fractions isolated were VLDL (d<1.006 g/ml), IDL (d=1.006-1.019 g/ml) and LDL
(d=1.019-1.063 g/ml). Total HDL and HDL3 cholesterol were measured subsequent to the
precipitation of the apo B-containing lipoproteins with polyethylene glycol (Immuno AG,
Austria). HDL2 cholesterol was calculated from the difference between total HDL and HDL3

cholesterol.

LCAT activity assay

LCAT activity was assessed using the liposome substrate prepared according to
Albers et al [32]. The reaction was initiated by mixing 15 pL of plasma and 100 pL of the
substrate. Samples were incubated for 30 minutes at 37°C and the reaction stopped by
addition of 2 ml of ethanol. LCAT was extracted into hexane and the hexane phase was
evaporated under nitrogen, and the free and esterified cholesterol fractions were separated
by thin layer chromatrography. The cholesterol ester bands were visualized with rhodamine
scraped from the plates and put into liquid scintillation fluid for beta counting. LCAT activity is

expressed as nmol cholesterol esterified/ml/hour.

DNA analyses
DNA was extracted from an aliquot of frozen white cells by the salting out method
[33]. PCR [34] was carried out to amplify the region containing the G_75-A substitution. The
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reaction mixture (50 pL) for amplification contained 250 ng of each of the two primers
(Boehringer Mannheim, Germany), 5 primer, 5-
AGGGACAGAGCTGATCCTTGAACTCTTAAG-3' and 3 primer, 5-
TTAGGGGACACCTAGCCCTCAGGAAGAGCA-3’, 200 ng of genomic DNA and 1 U of Taq
polymerase (Boehringer Mannheim, Germany). Magnesium concentration in the reaction
buffer was 1.5 mM. The reactions were performed on a Hybaid Omnigene thermocycler at
95°C for 5 min, 55°C for 1 min and 72°C for 2 min followed by 35 cycles of 95°C for 1 min,
55 °C for 1 min and 72°C for 2 min. Twenty microliters of PCR product were digested
overnight with 9 U of the restriction enzyme Msp/ (Boehringer Mannheim) in a total volume
of 30 uL using the buffer recommended by the manufacturer. The DNA fragments were
separated by electrophoresis on 2% agarose gels.

Digestion with Msp/ results in four fragments of 48, 67, 110 and 207 bp. In the absence of
the Mspl cutting site three fragments of 48, 177 and 207 bp are produced [35].

Statistical Analyses
The xz test was used to compare the frequency of the A_75 genotypes (GA/AA) among

groups. The Z test for comparison of proportions was used to compare allele frequencies.
ANOVA was performed to compare the means of the lipid and LCAT activity adjusted data

and Iog10 transformed when the variables were not normally distributed. Deviation from

Hardy-Weinberg equilibrium was tested with the X2 goodness-of;fit test. Results are
expressed as means + standard deviations. Statistical significance was accepted at the 0.05

level.

Results

According to the criteria mentioned above, the population of study was divided in two
groups. Those subjects belonging to FCHL families expressing the FCHL phenotype (FCHL ;
n=25) and a group of healthy controls (controls ; n=48). Biometric data of the two groups is
summarised in table 1. The two groups were comparable with relation to age and gender
distribution. The percentage of cigarette smokers (26% and 33%, respectively) and pre-

menopausal women (71% and 83%, respectively) in FCHL subjects and controls was not
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significantly different. The BMI was elevated in the FCHL group relative to controls (p=0.035)

Lipoproteins and apolipoproteins -

In the affected group 13 subjects with hypercholesterolemia alone, 4 subjects with
hypertriglyceridemia alone and 8 subjects presenting both, were identified. Plasma
concentrations of lipoproteins related to peripheral lipid transport (VLDL, IDL and LDL)
(Table 2) and to reverse cholesterol transport (total HDL, HDL2 and HDL3) (table 3) were
studied in the two groups. Cholesterol and triglycerides in plasma, VLDL, IDL and LDL
together with apolipoproteins B, C-ll and C-lll were significantly elevated among FCHL
subjects compared with control individuals.

In relation to HDL metabolism, total HDL (p=0.018) and HDL2 (p=0.008) cholesterol
concentrations were decreased among FCHL subjects. After ANOVA analyses on data
adjusted for age, gender, BMI and fasting plasma triglycerides only differences regarding the
HDL2 fraction remained significant (p=0.050). Significantly elevated values for the apo A-
I/HDLc (p<0.0001) and LDLc/HDLc (p<0.0001) ratios were observed in the FCHL group

compared with controls.

LCAT activity

LCAT activity was determined in FCHL and control subjects. ANOVA analyses on
adjusted data did not show any difference between groups regarding LCAT activity (table 4).
Significant differences between groups were observed with the correlation of LCAT activity
with apo A-l and HDL cholesterol concentrations. Statistically significant correlation (r) values
of 0.47, 0.42 and 0.46 were obtained with LCAT activity and apo A-l, total HDL and HDL3,
respectively, in the FCHL group. LCAT activity significantly correlated only with HDL2
(r=0.27) in controls.

G_75-A polymorphism in the promoter of the apo A-l gene

The observed frequencies of the GG, GA and AA genotypes in the two groups were not
different from those predicted by the Hardy-Weinberg distribution. The genotype (GA+AA) (0.37
vs 0.27) and allele frequencies (0.21 vs 0.13) in the FCHL and control groups were not
significantly different.

The effect of the A_75 allele on lipids, lipoproteins and apolipoproteins was studied.
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IDL cholesterol (p=0.032), apo C-Ill (p=0.041) and apo A-l (p=0.009) were significantly
elevated in subjects carrying the A ;s allele. Total HDL showed elevations in the A5 which
almost reached statistical significance (p=0.052). Genotype-status interaction was
investigated by means of an ANOVA model showing that the relationship between this
polymorphism and triglyceride-rich lipoproteins was significantly modified by the status of the
subject (FCHL or controls). This interaction was also found to affect total HDL and apo A-Il.
LCAT activity was also studied in relation with the G-A substitution of the apo A-l
gene. LCAT activity in subjects with the GG genotype (19.83 + 6.97 nmol/ml/hour) was
almost identical to that of the A allele carriers (19.51 + 3.90 nmol/ml/hour). No significant

genotype-status interaction was detected with regard to the activity of the enzyme.

Discussion

The population studied had unusually normal mean plasma triglyceride concentrations for
a FCHL group when recruited for the study and this is for two reasons. First, the presence of
several FCHL subjects with plasma triglyceride concentrations above the 95" percentile for
age and gender although not necessarily meaning above 2.8 mmol/l, the cut-off point value
for an adult FCHL patient. Second, a clear over-representation of isolated
hypercholesterolemia (n=13) versus isolated hypertriglyceridemia (n=4). Given the well
known effect that hypertriglyceridemia has on HDL metabolism, this group of subjects
seemed to be an appropriate sample to explore any possible alteration of HDL related to
FCHL, minimising the effect of hypertriglyceridemia.

Concentrations of HDL cholesterol might be reduced in FCHL [4,13,14]. However,
before this can be considered a specific characteristic of FCHL, several aspects should be
taken into account. The diversity of lipoprotein phenotypes present among FCHL subjects,
as well as, a number of factors such as high fasting plasma triglycerides, cigarette smoking,
alcohol intake or physical exercise [17-22] can account for the low levels of HDL observed in
these subjects. Our results confirm this point by showing that the reductions in total HDL
and HDL3 among FCHL subjects are essentially explained by their age, gender, BMI and
plasma triglycerides. However, HDL2 cholesterol concentrations are significantly reduced in
this group and this is consistent with the data of Brunzell and co-workers [4] indicating that
reductions in HDL mostly affect the HDL2 fraction in FCHL.
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The increased LDLc/HDLc and A-I/HDLc ratios observed in the FCHL group compared
with controls remained significant in all the cases. While the former is most likely a
consequence of the reported hepatic overproduction of VLDL and, to a lesser extent, of LDL
[7], the understanding of the latter might be of importance. Assuming that apo A-l is almost
completely contained in the HDL fraction, an elevated A-I/HDLc ratio suggests the existence
of some alterations in the composition of the HDL particles. Whether these alterations might
result in less efficient reverse cholesterol transport which could, subsequently, contribute to
the increased risk of CAD associated with FCHL, remains to be elucidated. Should it be so,
those proteins involved in the modelling of HDL particles, LCAT and CETP, could play a role
in this process. While CETP has recently been reported to have an increased activity in
patients with combined hyperlipidemia [24], LCAT has not been studied in much detail in
relation to FCHL.

To clarify whether LCAT could play a role in the regulation of HDL cholesterol in these
patients, its activity was assessed in vitro in the both groups of study. Our results showed
that LCAT activity was the same in FCHL or control subjects, indicating that a defective form
of the enzyme associated with FCHL ought to be discarded. However, since the ability of
LCAT to esterifiy cholesterol is assessed, in vitro, using an artificial substrate [32], a
defective function of the enzyme, in vivo, due to the specific composition of the HDL particles
of these patients should not be ruled out. This possibility is strengthened by several studies
which indicate that the phospholipid or apolipoprotein composition of HDL might have an
important effect on LCAT activity [37,38]. Further studies of LCAT activity in vivo in these
patients should be made in order to clarify this point.

Of interest is also the markedly different correlation between LCAT activity and HDL
parameters in FCHL and control subjects. A positive significant correlation of LCAT with apo
A-l, total HDL and HDL3 was observed in FCHL subjects but not in controls. This could
suggest that HDL cholesterol concentrations are more importantly influenced by LCAT in
those subjects with a hyperlipidemic profile.

A potential genetic component underlying the observed differences was assessed by
studying a G.;sA substitution in the promoter region of the apo A-l gene [35]. Apo A-l, the
major protein component of HDL and the activator of LCAT, is encoded in the Al-CllI-AlV
gene cluster to which extensive data link to FCHL [28-30]. This variation showed to be
associated with elevations in IDL cholesterol and apolipoproteins A-l1 and C-lll. Interestingly,

the associations between this polymorphism and parameters related to triglyceride-rich
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metabolism were found to be significantly different in FCHL and control subjects. This
genotype-status interaction confirms previous observations by our group [39] and supports
the reported regulatory role of the Al-CllI-AlV gene cluster in FCHL [30].

We conclude that LCAT enzyme is normal in FCHL and, therefore, does not account for

the abnormalities observed in these patients essentially with regard to the HDL2 subfraction.
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Table 1. Biometric characteristics

FCHL CONTROL
Number 25 48
Age 41.3+ 211 409+ 18.1
Gender (M/F) 14/11 23/25
BMI (Kg/m?) 26.1+ 5.4° 244+ 3.7
Diastolic BP 77+ 16 78+ 14
Systolic BP 128 + 24 125+ 20

2 Significantly different from controls ; p=0.035. Gender Male/Female.
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Table 2. Lipids and apolipoproteins related to VLDL, IDL and LDL.

Variable FCHL CONTROLS
(n=25) (n=48)

Plasma Chol 6.30 + 1.01° 5.04 + 1.04
Plasma Trig : 1.79 + 0.65° 1.07 + 0.65
VLDL

Chol 0.63 + 0.47° 0.23+ 0.21

Trig 1.11 £ 0.70° 0.50 + 0.50
IDL

Chol ' 0.36 + 0.272 0.17+ 0.13

Trig 0.23+ 0.12% 0.12 + 0.06
LDL

Chol 4.24 + 0.89° 3.39+ 0.84

Trig 0.35+ 0.13% 0.26 + 0.10
Lp(a) 206+ 17.4 209+ 13.4
Plasma apo B 118.0 + 25.7% 88.3+ 252
Plasma apo C-ll 6.54+ 128% 4,65+ 0.48
Plasma apo C-lll 14.7 + 4.52° 10.8 £ 1.90

2 Significantly different from controls p<0.0001

Statistical differences assessed by ANOVA with data adjusted for BMI, gender and age.
Cholesterol and triglycerides are expressed in mmol/L. Apolipoproteins and Lp(a) are
expressed in mg/dl.
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Table 3. Lipids and apolipoproteins related to HDL metabolism.

Variable FCHL CONTROL po= pb=
(n=25) (n=48)

Total HDL 112+ 035 128+ 0.30 0.018 NS
HDL, 0.17 + 0.10 0.24 + 0.15 0.008 0.050
HDL, 0.95:+ 0.30 1.03+ 0.23 NS NS
Plasma apo A-l 1236 + 25.8 120.6 + 19.2 NS NS
A-l I HDLe 1155+ 20.0 97.2+ 13.6 0.0001 0.014
LDLc / HDLc 415+ 1.47 278+ 0.88 0.0001 0.001

p?= statistical significance with unadjusted data.

PP= statistical significance for ANOVA with data adjusted for age, BMI, gender and fasting
plasma triglycerides.

HDLc = HDL cholesterol ; LDLc = LDL cholesterol
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Table 4. LCAT activity and correlation with apo A-I and HDL parameters in FCHL and control

subjects.
FCHL CONTROL
(n=25) (n=48)
LCAT activity 19.94 + 3.95 20.13 + 6.86
Correlation
Apo A-| r=0.47 r=0.01
(p=0.027) (NS)
Total HDL r=0.42 r=-0.01
(p=0.047) (NS)
HDL2 r=0.12 r=0.27
(NS) (p=0.040)
HDL3 -r=0.46 =-0.19
(p=0.030) (NS)
A-lI/HDLc r=-0.16 r=-0.02
(NS) (NS)
LDLc/HDLc r=-0.21 =-0.23
(NS) (NS)

LCAT activity is expressed in nmol cholesterol esterified/ml/hour.

Values of |.CAT activity and correlation with HDL parameters obtained from data adjusted for age,

gender and BMI.
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Table 5. Lipids and apolipoproteins related to VLDL, IDL and LDL based on genotype.

GG GA/AA p= Status interaction

Number 49 24
Plasma Chol 540+ 1.10 6.02+ 1.28 NS NS
Plasma Trig 1.29+ 0.78 159+ 0.90 NS 0.007
VLDL

Chol 0.34 + 0.30 0.54 + 0.53 NS 0.0001

Trig 0.69+ 0.80 0.93+ 0.76 NS 0.002
IDL

Chol 020t 0.14 0.35+ 0.31 0.032 0.007

Trig 0.15+ 0.08 0.21+ 0.13 NS 0.009
LDL

Chol 369+ 0.99 3.95+ 0.89 NS NS

Trig 0.28+ 0.12 0.33+ 0.11 NS NS
Lp(a) 20.21+ 1524  21.32+ 15.56 NS NS
Plasma apo B 974+ 28.0 110.56 + 29.7 NS 0.033
Plasma apo C-li 528+ 1.11 5.87 + 1.60 NS 0.006
Plasma apo C-lll 119+ 24 14.1+ 55 0.041 0.0001

Statistical differences assessed by ANOVA with data adjusted for BMI, gender and age.
Cholesterol and ftriglycerides are expressed in mmol/L. Apolipoproteins and Lp(a) are
expressed in mg/dl. Status interaction indicates.a significant effect of being a FCHL subject

on the asociation between the polymorphism and lipid paraméters.
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Table 6. Lipids and apolipoproteins related to HDL based on genotype.

GA/AA

GG p= Status interaction

Number 49 24

Total HDL 1.19+ 0.35 1.24 + 0.29 0.052 0.029
HDL, 0.21+ 0.15 0.23+ 0.09 NS NS

HDL, 0.99+ 0.27 1.01+ 0.25 0.083 NS
Plasma apo A-l 118.1+ 18.3 129 + 27.2 0.009 0.001

A-1/ HDLc 104.0+ 19.4 107.4 + 184 NS NS

LDLc / HDLc 341+ 1.45 3.35+ 1.10 NS NS

HDL cholesterol expressed as mmol/l. Apo A-l expressed as mg/dl. Statistical differences

ssessed by ANOVA with data adjusted for age, BMI, gender and fasting plasma

triglycerides.. Status interaction indicates a significant effect of being a FCHL subject on the

asociation between the polymorphism and lipid parameters.

HDLc = HDL cholesterol ; LDLc = LDL cholesterol
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4.6. Resum dels resultats

o La freqliéncia d'individus portadors del polimorfisme C,.,-T del gen de I'apolipoproteina

C-lll és més elevada en pacients HLFC (64%) que en controls (36%).

o Els portadors del polimorfisme C,5-T tenen concentracions més elevades de triglicerids
plasmatics, de colesterol, triglicérids i apo B en VLDL i IDL, i d'apo C-llI.

e |’ associacié entre el polimorfisme Cy0-T i €ls esmentats parametres lipidics només es

detecta en els individus HLFC.

e Les concentracions plasmatiques de retinol son més baixes en individus HLFC que en
controls (418.9 vs 888.9 ug/L). Aquestes diferéncies no sén degudes a factors dietétics.

e L’activitat in vitro de 'enzim LCAT no és diferent entre pacients HLFC i controls.

e La concentracié de colesterol en la fracci6 HDL2 és més baixa en els pacients HLFC tot i

que aquesta diferéncia esta al limit de la significacié estadistica.

e El polimorfisme G_.5-A del gen de l'apolipoproteina A-l estd associat a concentracions

més elevades d’apo A-l, apo C-lll i colesterol de la fraccié IDL.

¢ La prevalenga d’hiperlipémia entre descendents menors de 19 anys de pacients HLFC és
del 43%. Aquests, a diferéncia dels individus adults, no presenten alteracions en la

fraccid IDL.

o La determinacié de la isoforma de I'apolipoproteina E a partir del fenotip suposa un 6%

d’error respecte del genotip.
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5. Conclusions globals

e Les associacions dels polimorfismes C,00-T (apo C-lil) i G5-A (apo A-l) amb els
triglicérids plasmatics, les fraccions VLDL i IDL i 'apolipoproteina C-lil, suggereixen la
preséncia en la regi6 de I'agregat Al-CIII-AlV d'una mutacié funcional amb un efecte
clar sobre el metabolisme dels triglicérids. L'elevada prevalenga del polimorfisme Cjq0-
T entre els pacients HLFC també suggereix que aquesta mutacié funcional pot estar

implicada en I'etiopatogénia d’aquesta alteracio.

e Les associacions entre aquests polimorfismes i els parametres lipidics son diferents
entre pacients i controls. Aixd fa pensar que aquesta hipotética mutacié funcional
estaria altament modulada per factors metabolics o ambientals i que actuaria com un

factor de predisposicié en aquests pacients.

e L’associacid del polimorfisme C,0-T amb un major nimero de particules VLDL i IDL,
perd no amb un augment dels nivells plasmatics totals d’apo B, fa pensar que aquests
pacients podrien tenir un catabolisme deficient d’aquestes particules amb una base

genética, possiblement lligada a un augment en la sintesi d’apo C-lIl.

e La hipotesi que els mecanismes de regulacié génica depenents d’acid retinoic poden
estar involucrats en la HLFC es veu recolzada per les baixes concentracions
plasmatiques de vitamina A que aquests pacients presenten respecte dels controls.
Aquests baixos nivells de vitamina A no sén deguts a factors dietétics i podrien tractar-

se d’'una caracteristica especifica d'aquests pacients.

e En pacients HLFC no es pot parlar d'una clara disminucié de les concentracions de
colesterol en les lipoproteines d'alta densitat tot i que aquestes tendeixen a estar

disminuides.

e Els pacients HLFC tenen una activitat LCAT in vitro normal. Aixd descarta la preséncia

d'una forma defectuosa de I'enzim associada a aquesta patologia, perd no descarta un
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funcionament anormal in vivo degut a les caracteristiques especifiques de les
lipoproteines d'aquests individus.

o En les families HLFC, la prevalenga d'hiperlipémia entre descendents menors de 19
anys és de prop del 50%, tal com caldria esperar en una alteracié de transmissié
autosomica dominant. A més, aquests resultats confirmen la possibilitat de detectar de
manera preco¢ aquests individus per a fer-ne un seguiment preventiu. L'abséncia
d'alteracions en la fracci6 IDL suggereix que aquestes poden estan involucrades en
I'evolucié d'aquesta malaltia.

e D'entre els diferents métodes de determinar la isoforma de I'apolipoproteina E és més
fiable i senzill determinar el genotip que el fenotip.
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