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Whatever you can do or dream you can, BEGIN IT.  

Boldness has genius, power and magic in it. 

(Ό,τι µπορείς ή ονειρεύεσαι πως µπορείς να κάνεις, ΞΕΚΙΝΑ ΤΟ. 

Η Τόλµη έχει ευφυία, δύναµη και µαγεία µέσα της.) 

[Goethe] 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η απολιποπρωτεΐνη Α-Ι (αποΑ-Ι) είναι η κύρια πρωτεΐνη των λιποπρωτεϊνών υψηλής 

πυκνότητας (HDL) και παίζει σηµαντικό ρόλο στην βιογένεση, τη δοµή, την λειτουργία 

και την συγκέντρωση της HDL στο πλάσµα. Επιδηµιολογικές µελέτες και κλινικές 

δοκιµές φανερώνουν ότι τα επίπεδα της HDL είναι αντιστρόφως ανάλογα του κινδύνου 

εµφάνισης στεφανιαίας νόσου στον άνθρωπο.  

Για την εξήγηση της µοριακής αιτιολογίας των χαµηλών επιπέδων HDL στον ανθρώπινο 

πληθυσµό που έχουν γενετική προέλευση, καθώς και για να µελετηθούν οι επιδράσεις 

δοµικών αλλαγών της αποΑ-Ι στην βιογένεση της HDL, δηµιουργήθηκαν 

ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί που εκφράζουν τις µεταλλαγµένες µορφές, αποΑ-

Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris, αποΑ-

Ι(Arg160Leu)Oslo, αποΑ-Ι(Leu178Pro) και αποΑ-Ι(Arg149Ala) και µελετήθηκαν οι 

ιδιότητές τους, in vitro και in vivo.  

Όλες οι µεταλλαγµένες µορφές της αποΑ-Ι εκκρίνονταν κανονικά και σε παρόµοια 

επίπεδα σε κυτταρικές καλλιέργειες. Η ικανότητα των µεταλλαγµένων µορφών αποΑ-

Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris, αποΑ-

Ι(Arg160Leu)Oslo, και αποΑ-Ι(Arg149Ala) να επάγουν ABCA1-εξαρτώµενη έξοδο 

χοληστερόλης από καλλιέργειες µακροφάγων ήταν φυσιολογική ενώ εµφάνισαν 

δραµατικά µειωµένη ικανότητα ενεργοποίησης της ακυλτρανσφεράσης λεκιθίνης : 

χοληστερόλης (LCAT), στο 0.41%, 2.07%, 28.4%, 2.7% και 5.2% της ικανότητας που 

εµφανίζει η αγριού τύπου (WT) αποΑ-Ι, σε in vitro πειράµατα. 

Για την κατανόηση της φυσιολογικής σηµασίας των ιδιοτήτων των µεταλλαγµένων 

µορφών της αποΑ-Ι, χρησιµοποιήθηκε µεταφορά γονιδίων µέσω αδενοϊών σε επίµυες µε 

έλλειψη αποΑ-Ι (αποΑ-Ι-/-), η οποία οδήγησε σε διακριτούς φαινότυπους στα εν λόγω 

πειραµατόζωα. Επίµυες που µολύνθηκαν µε ανασυνδυασµένους αδενοϊούς που 

εκφράζουν τις µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa και αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN 

παρουσίασαν τον βαρύτερο φαινότυπο και εµφάνισαν µειωµένα επίπεδα χοληστερόλης 

και αποΑ-Ι πρωτεΐνης στο πλάσµα, 85% και 91%, αντίστοιχα, για την αποΑ-

Ι(Leu141Arg)Pisa, και 89% και 87%, αντίστοιχα, για την αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, σε 

σχέση µε επίµυες που εκφράζουν την WT αποΑ-Ι. Επίµυες που εκφράζουν τις 

µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris, αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo, και αποΑ-
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Ι(Arg149Ala) εµφανίζουν µείωση στην χοληστερόλη του πλάσµατος κατά 78%, 59% και 

61% και στην αποΑ-Ι κατά 68%, 64% και 55%, αντίστοιχα, σε σχέση µε επίµυες που 

εκφράζουν την WT αποΑ-Ι. 

Ο λόγος εστέρων χοληστερόλης προς ολική χοληστερόλη (CE/TC) στο πλάσµα των 

επίµυων που εκφράζουν οποιαδήποτε από τις πέντε µεταλλαγµένες µορφές ήταν 

σηµαντικά µειωµένος και η κατανοµή της αποΑ-Ι ήταν µετατοπισµένη προς µεγαλύτερης 

πυκνότητας HDL (HDL3). Παρόµοιες µελέτες για την µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-

Ι(Leu178Pro) έδειξαν ότι η έκφρασή της σε αποΑ-Ι-/- επίµυες οδηγεί σε φαινότυπο 

παρόµοιο µε αυτόν που παρατηρείται από την έκφραση της WT αποΑ-Ι. 

Οι µορφές αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa και αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN δηµιούργησαν preβ- και 

α4-HDL σωµατίδια, και οδήγησαν στο σχηµατισµό λίγων σφαιρικών HDL σωµατιδίων 

που ήταν παρόµοια σε αριθµό µε αυτά που σχηµατίζονται σε επίµυες που εκφράζουν την 

πρωτεΐνη ελέγχου GFP. Οι αποA-I(Arg160Leu)Oslo και apoA-I(Arg149Ala) 

δηµιούργησαν κυρίως preβ- και α4-HDL σωµατίδια και οδήγησαν στον σχηµατισµό ενός 

µείγµατος δισκοειδών και σφαιρικών HDL σωµατιδίων. Η αποA-I(Arg151Cys)Paris 

δηµιούργησε υποπληθυσµούς σωµατιδίων διαφορετικών µεγεθών µε κινητικότητα 

µεταξύ preβ and α-HDL και οδήγησε στο σχηµατισµό κυρίως σφαιρικών αλλά και λίγων 

δισκοειδών σωµατιδίων HDL.  

Ταυτόχρονη χορήγηση αδενοϊών που εκφράζουν οποιαδήποτε από τις πέντε 

µεταλλαγµένες µορφές µαζί µε αδενοϊούς που εκφράζουν την ανθρώπινη πρωτεΐνη 

LCAT επανέφερε σε φυσιολογικά επίπεδα την αποΑ-Ι, αύξησε σε κανονικά επίπεδα την 

HDL-χοληστερόλη και τον λόγο CE/TC του πλάσµατος. Επίσης, οδήγησε στο 

σχηµατισµό µόνο σφαιρικών σωµατιδίων HDL που αποτελούνταν από υποπληθυσµούς 

α-HDL κινητικότητας.  

Οι διακριτοί φαινότυποι που παρατηρήθηκαν από τις διάφορες µεταλλαγµένες µορφές 

της αποΑ-Ι, φανερώνει ότι οι αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa και αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN 

αναστέλλουν ένα πρώιµο βήµα της βιογένεσης της HDL που προηγείται του 

σχηµατισµού δισκοειδών σωµατιδίων HDL, και οφείλεται σε ανεπαρκή εστεροποίηση 

της χοληστερόλης των preβ-σωµατιδίων. Αντιθέτως, οι µεταλλαγµένες µορφές αποA-

I(Arg160Leu)Oslo, apoA-I(Arg149Ala) και αποA-I(Arg151Cys)Paris αναστέλουν ένα 

αργότερο βήµα του µονοπατιού βιογένεσης της HDL που αναστέλλει την ωρίµανση των 
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δισκοειδών σωµατιδίων σε σφαιρικά, λόγω ανεπαρκούς εστεροποίησης της 

χοληστερόλης των δισκοειδών σωµατιδίων. 

H διόρθωση των παθολογικών φαινοτύπων της HDL, µετά από χορήγηση LCAT, 

υποδεικνύει πιθανές θεραπευτικές προσεγγίσεις για την διόρθωση των χαµηλών 

επιπέδων HDL που οφείλονται σε συγκεκριµένες µεταλλάξεις της αποΑ-Ι.  

Σε άλλα πειράµατα, µελετήθηκε ο ρόλος της καρβοξυτελικής περιοχής της αποΑ-Ι 

στην βιογένεση της HDL. Χρησιµοποιήθηκε µεταφορά µέσω αδενοϊών για 

µεταλλαγµένες µορφές µε ελλείµµατα στο καρβοξυτελικό άκρο της αποΑ-Ι, σε αποΑ-Ι-/- 

επίµυες. Τα πειράµατα αυτά έδειξαν ότι τα επίπεδα της HDL του πλάσµατος µειώθηκαν 

σε ποντίκια µολυσµένα µε αδενοϊούς που εκφράζουν τις ελλειµµατικές µορφές αποΑ-

Ι[∆(185-243)] και αποΑ-Ι[∆(220-243)]. Αντίθετα, η HDL βρέθηκε σε φυσιολογικά 

επίπεδα σε ποντίκια µολυσµένα µε αδενοϊούς που εκφράζουν την ελλειµµατική µορφή 

αποΑ-Ι[∆(232-243)] ή την µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Ε191Α/Η193Α/Κ195Α), η 

οποίες βρέθηκε οτι επάγουν ABCA1-εξαρτώµενη έξοδο χοληστερόλης σε φυσιολογικά 

επίπεδα. Ανάλυση ηλεκτρονικής µικροσκοπίας και ηλεκτροφόρηση σε δύο διαστάσεις 

έδειξε ότι οι ελλειµµατικές µορφές αποΑ-Ι[∆(185-243)] και αποΑ-Ι[∆(220-243)] 

οδήγησαν στο σχηµατισµό κυρίως preβ-HDL και λίγων σφαιρικών σωµατιδίων που 

περιείχαν κυρίως αποΕ, ενώ η WT αποΑ-Ι, η αποΑ-Ι[∆(232-243)] και η αποΑ-

Ι(Ε191Α/Η193Α/Κ195Α) οδήγησαν στο σχηµατισµό σφαιρικών σωµατιδίων α-HDL. Τα 

ευρήµατα αυτά φανερώνουν ότι: (α) µορφές της αποΑ-Ι στις οποίες λείπει η περιοχή των 

αµινοξέων 220-231 εµποδίζουν το σχηµατισµό α-HDL αλλά επιτρέπουν το σχηµατισµό 

preβ-HDL σωµατιδίων, in vivo, (β) η αµινοτελική περιοχή της αποΑ-Ι, 1-184, µπορεί να 

επάγει την σύνθεση preβ-HDL σωµατιδίων, ανεξάρτητα από τον ABCA1, και (γ) τα 

φορτισµένα αµινοξέα της περιοχής 191-195 της αποΑ-Ι δεν φαίνεται να επηρεάζουν την 

βιογένεση της HDL. 

Τέλος, για να µελετηθεί ο ρόλος συγκεκριµένων µεταγραφικών παραγόντων στην 

ρύθµιση της έκφρασης των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών αποΑ-Ι και αποCIII 

κατασκευάστηκε µια σειρά ανασυνδυασµένων αδενοϊών που εκφράζουν πυρηνικούς 

υποδοχείς και µέλη του σηµατοδοτικού µονοπατιού TGFβ. Προκαταρκτικά πειράµατα 

έδειξαν ότι η έκφραση του γονιδίου της αποΑ-Ι του ανθρώπου µειώνεται, in vivo, µέσω 

του σηµατοδοτικού µονοπατιού TGFβ και συγκεκριµένα µέσω της πρωτεΐνης SMAD3.  

 x



 

SUMMARY 

In order to investigate how structural mutations in apoA-I affect the biogenesis and the 

plasma levels of high density lipoprotein (HDL) and explain the etiology of genetically 

determined low levels of HDL, I have generated recombinant adenoviruses expressing 

naturally occurring and bioengineered mutations of apolipoprotein A-I and studied their 

properties in vitro and in vivo.  

The naturally occurring mutants apoA-I(Leu141Arg)Pisa, apoA-I(Leu159Arg)FIN, apoA-

I(Arg151Cys)Paris and apoA-I(Arg160Leu)Oslo as well as the bioengineered mutant apoA-

I(Arg149Ala) were secreted efficiently from cells in culture. The capacity of the mutant 

proteins to activate LCAT in vitro was greatly reduced to 0.41%, 2.07%, 28.4%, 2.7% 

and 5.2% of that of the WT apoΑ-Ι, respectively, in vitro and their ability to promote 

ABCA1-mediated cholesterol efflux from macorphages was similar to that of the WT 

apoA-I protein.  

Gene transfer of the mutants in apoA-I deficient (apoA-I-/-) mice generated aberrant HDL 

phenotypes. Mice expressing the apoΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa or apoΑ-Ι(Leu159Arg)FIN 

mutants had almost 90% decrease in plasma HDL-cholesterol and apoA-I levels (85% 

and 91% for apoΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, and 89% and 87% for apoΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, 

respectively), compared to those of mice expressing the WT αποΑ-Ι. apoA-/- mice 

expressing apoA-I(Arg160Leu)Oslo, apoA-I(Arg149Ala) and apoA-I(Arg151Cys)Paris 

mutants had a reduction in HDL levels by 78%, 59% and 61% while the apoA-I levels 

were reduced by 68%, 64% and 55%, respectively, as compared to mice expressing the 

WT apoA-I.  

The cholesteryl ester to total cholesterol (CE/TC) ratio of HDL from mice expressing any 
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of the five mutants was significantly decreased and the apoA-I was distributed in the 

HDL3 region. Similar experiments for the mutant apoA-I(Leu178Pro) showed no 

difference in the phenotype produced by the mutant compared to the one produced by the 

WT apoA-I.  

The expression of mutants apoΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa or apoΑ-Ι(Leu159Arg)FIN in apoA-I-/-

mice caused accumulation of preβ1-HDL and small size α4-HDL particles in the plasma 

and generated only few spherical HDL particles, similar in number to those formed by 

the control protein GFP. The mutants apoA-I(Arg160Leu)Oslo and apoA-I(Arg149Ala) 

promoted the formation of preβ1 and mainly α4-HDL subpopulations and gave a mixture 

of discoidal and spherical particles. Interestingly, apoA-I(Arg151Cys)Paris generated 

subpopulations of different sizes that migrate between preβ and α-HDL and formed 

mostly spherical and a few discoidal particles.  

Simultaneous treatment of mice with adenoviruses expressing any of the five mutants and 

human LCAT normalized plasma apoA-I, HDL cholesterol levels and the CE/TC ratio. It 

also led to the formation of spherical HDL particles consisting mostly of α-HDL 

subpopulations with slower electrophoretic mobility.  

The study establishes that apoA-I(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)FIN inhibit an 

early step in the biogenesis of HDL due to inefficient esterification of the cholesterol of 

the preβ1-HDL particles by the endogenous LCAT. On the other hand, the mutants apoA-

I(Arg160Leu)Oslo, apoA-I(Arg149Ala) and apoA-I(Arg151Cys)Paris inhibit a later step in 

the biogenesis of HDL due to inefficient esterification of the cholesterol of the discoidal 

particles.  

The correction of the aberrant HDL phenotypes by treatment with LCAT suggests a 
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potential therapeutic intervention for HDL abnormalities that result from specific 

mutations in apoA-I.  

Adenovirus-mediated gene transfer of C-terminal apoA-I mutants in apoA-I-/- mice, 

showed that the plasma HDL levels were greatly reduced in mice expressing the carboxy-

terminal deletion mutants apoA-I[∆(185-243)] and apoA-I[∆(220-243)], shown 

previously to deminsh the ABCA1-mediated lipid efflux. The HDL levels were normal in 

mice expressing the WT apoA-I, the apoA-I[∆(232-243)] deletion mutant or the apoA-

I[E191A/H193A/K195A] point mutant, which promote normal ABCA1-mediated lipid 

efflux. EM and 2D gel electrophoresis analyses showed that the apoA-I[∆(185-243)] and 

apoA-I[∆(220-243)] mutants formed mainly preβ-HDL particles and few spherical 

particles enriched in apoE, while WT apoA-I, apoA-I[∆(232-243)] and apoA-

I[E191A/H193A/K195A] formed spherical α-HDL particles. The findings establish that 

(a) deletions that eliminate the 220-231 region of apoA-I prevent the synthesis of α-HDL 

but allow the synthesis of preβ-HDL particles in vivo, (b) the amino-terminal segment 1-

184 of apoA-I can promote synthesis of preβ-HDL-type particles in an ABCA1-

independent process, and (c) the charged residues in the 191-195 region of apoA-I do not 

influence the biogenesis of HDL.  

Finally, in order to elucidate the contribution of different transcription factors to the 

regulation of apoΑ-Ι and apoCIII genes we used a series of recombinant adenoviruses 

expressing nuclear receptors and members of the TGFβ signaling pathway. Preliminary 

results indicated that human apoA-I gene expression is negatively regulated, in vivo, by 

the TGFβ signaling pathway and specifically through SMAD3 protein. 
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ΟΙ ΛΙΠΟΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΚΑΙ Ο ΡΟΛΟΣ ΤΟΥΣ 

Η µεταφορά και ανακατανοµή ελεύθερης χοληστερόλης, εστέρων χοληστερόλης, 

τριγλυκεριδίων, φωσφολιπιδίων και άλλων λιπιδίων µέσω της κυκλοφορίας 

επιτυγχάνεται µε το πακετάρισµά τους σε µακροµοριακά, υδατοδιαλυτά συµπλέγµατα, 

τις λιποπρωτεΐνες. Οι λιποπρωτεΐνες του πλάσµατος σχηµατίζουν δισκοειδή και σφαιρικά 

σωµατίδια. Τα δισκοειδή σωµατίδια αποτελούνται κυρίως από πολικά µόρια λιπιδίων 

(φωσφολιπίδια, χοληστερόλη) και πρωτεϊνών σε µορφή διπλοστοιβάδας (bilayer). Ο 

πυρήνας των σφαιρικών σωµατιδίων αποτελείται από µή πολικά ουδέτερα λιπαρά που 

είναι εστέρες χοληστερόλης (cholesterol esters, CE) και τριγλυκερίδια (triglycerides, 

TG), και περιβάλλεται από πολικά µόρια όπως φωσφολιπίδια, χοληστερόλη και 

πρωτεΐνες.  

Η διαφορές στη σύσταση των σωµατιδίων σε πρωτεϊνες και λιπίδια τα κάνει να 

διαφέρουν σε µέγεθος και πυκνότητα (Πίνακας Ι και Εικόνα 1) .Η περιεκτικότητα σε 

λιπίδια είναι ανάλογη µε το µέγεθος και αντιστρόφως ανάλογη µε την πυκνότητα που 

χαρακτηρίζει τα σωµατίδια των λιποπρωτεϊνών. Οι λιποπρωτεΐνες του πλάσµατος 

παραδοσιακά χωρίζονται σε πέντε κύριες κατηγορίες µε βάση την πυκνότητα τους που 

καθορίζεται από την επίπλευσή τους σε διαβάθµιση συγκέντρωσης βρωµιούχου καλίου 

µετά από υπερφυγοκέντρηση. Οι κατηγορίες είναι οι εξής: χυλοµικρά (chylomicrons), 

λιποπρωτεΐνες πολύ χαµηλής πυκνότητας (very low density lipoproteins, VLDL), 

λιποπρωτεΐνες ενδιάµεσης πυκνότητας (intermediate-density lipoprotein, IDL), 

λιποπρωτεΐνες χαµηλής πυκνότητας (low-density lipoproteins, LDL) και λιποπρωτεΐνες 

υψηλής πυκνότητας (high-density lipoproteins, HDL) (Gotto, Jr. et al. 1986). Κάθε 

κατηγορία λιποπρωτεϊνών εµφανίζει ετερογένεια µεγέθους και σύστασης και µπορεί να 
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Πίνακας Ι. Σύνθεση και ιδιότητες  των κυριοτέρων λιποπρωτεϊνών του πλάσματος  
Βασισμένος στους (Zannis et al. 2004b) 

Σωματίδια  Πηγή 
Πυκνότητα 
(g/ml) 

Πρωτεΐνη 
(%)  ΤΓ (%)

Φωσφ. 
(%) 

Εστ.Χολ. 
(%) 

Χολ. 
(%)  

Χυλομικρά  Έντερο   <0.94  1‐2  80‐95  3‐6  2‐4  1‐3 
VLDL  Ήπαρ   0.94 ‐1.006  6‐10  45‐65  15‐20  16‐22  4‐8 
IDL  VLDL  1.006‐1.019  10‐12  25‐30  25‐27  32‐35  8‐10 
LDL  VLDL  1.019‐1.063  18‐22  4‐8  18‐28  45‐55  6‐8 

HDL2
Έντερο, ήπαρ 

(χυλομικρά και VLDL) 
1.063‐1.125  33‐35  2‐7  32‐43  20‐30  5‐10 

HDL3
Έντερο, ήπαρ 

(χυλομικρά και VLDL) 
1.125‐1.210  55‐57  3‐13  26‐46  15‐30  2‐6 

Lp(a)  Ήπαρ  1.040‐1.090  ~32  ~1  ~22  ~37  ~8 
 

 

 

 

 

Εικόνα  1.  Σχηματική  απεικόνιση  των  διαφόρων  υποπληθυσμών  των 
λιποπρωτεϊνών  του  πλάσματος  όπως  αυτές  διαχωρίζονται  με  βάση  τη 
διάμετρο τους (diameter) σε nm και την πυκνότητά επίπλευσής τους (density) 
σε g/ml (Berkley HeartLab, Inc.) 

 



 

διαχωριστεί σε υποπληθυσµούς µε διάφορες τεχνικές. 

Οι λιποπρωτεΐνες συντίθενται και καταβολίζονται µε βάση τρία διαφορετικά αλλά 

µεταβολικώς αλληλεπιδρώντα µονοπάτια: το µονοπάτι των χυλοµικρών, το µονοπάτι των 

VLDL/IDL/LDL και το µονοπάτι της HDL. Ο σχηµατισµός των χυλοµικρών και της 

VLDL γίνεται ενδοκυτταρικά ενώ της HDL εξωκυτταρικά (Zannis et al. 2006; Tall et al. 

2001; Kane and Havel 1989).  

Κατά το µονοπάτι των χυλοµικρών, η σύνθεσή τους γίνεται στο έντερο. Μετά από 

κατανάλωση τροφής τα λιπίδια συγκροτούνται µαζί µε την απολιποπρωτεΐνη B-48 

σταεπιθηλιακά κύτταρα του εντέρου για να σχηµατίσουν τα χυλοµικρά. Τα χυλοµικρά 

είναι τα µεγαλύτερα από τα σωµατίδια των λιποπρωτεϊνών και έχουν την µικρότερη 

πυκνότητα (d < 0.94 g/ml) µιας και περιέχουν πολλά τριγλυκερίδια και µικρό ποσοστό 

πρωτεϊνών (< 2%). Τόσο η αποΒ-48 όσο και η ΜΤΡ είναι αναγκαίες για την 

ενδοκυττάρια συναρµολόγηση των χυλοµικρών. Για την έκκριση τους στο λεµφικό 

σύστηµα χρειάζεται η πρωτεΐνη µεταφοράς τριγλυκεριδίων MTP (microsomal 

triglyceride transfer protein). Μετά την έκκρισή τους η λιποπρωτεϊνική λιπάση 

(Lipoprotein Lipase, LPL) υδρολύει τα τριγλυκερίδια των χυλοµικρών. Η 

λιποπρωτεϊνική λιπάση εντοπίζεται στην επιφάνεια των ενδοθηλιακών κυττάρων των 

τριχοειδών αγγείων και ενεργοποιείται από την απολιποπρωτεΐνη CII (αποCII). Η δράση 

της λιποπρωτεϊνικής λιπάσης δηµιουργεί τα πλούσια σε εστέρες χοληστερόλης 

υπολείµατα χυλοµικρών (chylomicron remnants) τα οποία φέρουν απολιποπρωτεΐνη Ε 

στην επιφάνειά τους και αποµακρύνονται από το πλάσµα µέσω υποδοχέων της LDL στο 

ήπαρ. Χυλοµικρά δεν σχηµατίζονται στην περίπτωση οµόζυγης υπο-βητα-
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λιποπρωτεϊναιµίας που προκαλεί η έλλειψη της B-48, ή α-βήτα-λιποπρωτεϊναιµίας που 

οφείλεται στην έλλειψη ΜΤΡ (Kane and Havel 1989; Berriot-Varoqueaux et al. 2000). 

Η συναρµολόγηση της LDL λαµβάνει χώρα στο ήπαρ. Στο µονοπάτι βιογένεσης της 

LDL, η αποB-100 συνδυάζεται ενδοκυτταρικά στα ηπατοκύτταρα µε λιπίδια, µέσω της 

δράσης της MTP, για να σχηµατίσει VLDL. Μετά την έκκριση της VLDL στο πλάσµα 

τα τριγλυκερίδια της υδρολύονται από την LPL και παράγονται σωµατίδια IDL. Τα 

σωµατίδια IDL µετατρέπονται σε LDL µέσω περαιτέρω υδρόλυσης των λιπιδίων τους 

από την ηπατική λιπάση (hepatic lipase, HL). Τόσο τα IDL, όσο και τα LDL σωµατίδια, 

αναγνωρίζονται από τον υποδοχέα της LDL (LDLr) που συµβάλλει στον καταβολισµό 

τους, κυρίως στο ήπαρ. Αυξηµένη ποσότητα LDL στο πλάσµα σχετίζεται µε αυξηµένο 

κίνδυνο αθηροσκλήρωσης (Anderson et al. 1991). Ασθένειες που σχετίζονται µε το 

µονοπάτι των VLDL/IDL/LDL είναι η οµόζυγη υπο-βητα-λιποπρωτεϊναιµία, η οικογενής 

τριγλυκεριδαιµία και η οικογενής υπερχοληστερολαιµία (Kane and Havel 2001; Brunzell 

and Deeb 2001; Goldstein et al. 2001).  

Η βιογένεση της HDL συµβαίνει κυρίως στο ήπαρ µέσω ενός πολύπλοκου 

µονοπατιού. Αρχικά η απολιποπρωτεΐνη Α-Ι (αποΑ-Ι) εκκρίνεται κυρίως ελεύθερη 

λιπιδίων από το ήπαρ και αποκτά φωσφολιπίδια και χοληστερόλη µέσω 

αλληλεπιδράσεων της µε τον µεταφορέα λιπιδίων ABCA1 (ATP-binding cassette A1). 

Μέσω ενδιάµεσων βηµάτων που δεν είναι απολύτως γνωστά ακόµα, η αποΑ-Ι αποκτά 

σταδιακά περισσότερα λιπίδια και σχηµατίζει δισκοειδή σωµατίδια τα οποία, µε την 

δράση του ενζύµου ακυλ-τρανφεράση λεκιθίνης:χοληστερόλης (LCAT: 

Lecithin:Cholesterol Acyl Transferase), µετατρέπονται σε σφαιρικά (Εικόνα 2). Τόσο η 

δισκοειδής όσο και η σφαιρική µορφή της HDL αλληλεπιδρά µε τον υποδοχέα της HDL, 
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SRBI (scavenger receptor class B type I). Οι αλληλεπιδράσεις αυτές φαίνεται να είναι 

σηµαντικές για την αντιαθηρωµατική δράση της HDL. Στα επόµενα βήµατα του 

µονοπατιού βιογένεσης της HDL συµπεριλαµβάνεται η µεταφορά εστέρων 

χοληστερόλης στα VLDL/LDL στην HDL, η υδρόλυση τριγλυκεριδίων και 

φωσφολιπιδίων από την λιποπρωτεϊνική λιπάση και την ηπατική λιπάση και η µεταφορά 

φωσφολιπιδίων από τα VLDL/LDL στην HDL, µέσω της δράσης του ενζύµου 

µεταφοράς φωσφολιπιδίων, PLTP (phospholipid transfer protein). Ασθένειες που 

σχετίζονται µε το µονοπάτι αυτό είναι η έλλειψη αποΑ-Ι, η νόσος Tangier (Tangier 

disease) που οφείλεται σε µεταλλάξεις στον ABCA1, η κλασική έλλειψη LCAT και η 

ασθένεια «fish-eye disease» που οφείλεται σε µεταλλάξεις της LCAT και στην οποία οι 

ασθενείς εµφανίζουν θόλωση του αµφιβληστροειδή (corneal opacity) (Tall et al. 2001; 

Brunzell and Deeb 2001; Santamarina-Fojo et al. 2001; Assmann et al. 2001).  

 

ΕΝΖΥΜΑ ΚΑΙ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΜΕΤΑΦΟΡAΣ ΛΙΠΙ∆ΙΩΝ 

Όπως αναφέρθηκε, µετά την σύνθεσή τους, οι λιποπρωτεΐνες υφίστανται µετατροπές στο 

πλάσµα από την δράση ενζύµων του πλάσµατος και πρωτεϊνών µεταφοράς λιπιδίων. Οι 

µετατροπές αυτές είναι πολύ σηµαντικές για την λειτουργία και τον µεταβολισµό των 

λιποπρωτεϊνών. Τα σηµαντικότερα ένζυµα που δρουν στις διάφορες λιποπρωτεΐνες είναι 

τα εξής: 

LPL (Lipoprotein Lipase, Λιποπρωτεϊνική Λιπάση) 

Η LPL είναι µια γλυκοπρωτεΐνη που εκφράζεται κυρίως στο λιπώδη ιστό, τον καρδιακό 

και γραµµωτό µυικό ιστό και στα µακροφάγα κύτταρα. Καταλύει την υδρόλυση κυρίως 

των 1- και 3- εστερικών δεσµών των τριγλυκεριδίων στα χυλοµικρά και τα VLDL 
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Εικόνα  2.  Σχηματική  απεικόνιση  του  μονοπατιού  βιογένεσης  και  καταβολισμού  της  HDL.  Οι  αριθμοί  1  ως  11 
αντιστοιχούν σε πρωτεΐνες‐κλειδιά της μεμβράνης ή του πλάσματος οι οποίες φαίνετα να επηρεάζουν τα επίπεδα ή 
την  σύνθεση  της  HDL.  (1)  η  απολιποπρωτεΐνη  Α‐Ι,  (2)  ο  μεταφορέας  ABCA1,  (3)  ο  μεταφορέας  ακυλομάδας 
λεκιθίνης:χοληστερόλης,  (4)  πρωτεΐνη  μεταφοράς  εστέρων  χοληστερόλης,  (5)  η  ηπατική  λιπάση,  (6)  η  ενδοθηλιακή 
λιπάση,  (7)  η  πρωτεΐνη  μεταφοράς  φωσφολιπιδίων,  (8)  η  λιποπρωτεϊνική  λιπάση,  (9)  ο  υποδοχέας  SR‐BI,  (10)  o 
υποδοχέας της LDL και  (11) ο μεταφορέας ABCG1.  (Όπου PL:φωσφολιπίδια, FC:  ελεύθερη χοληστερόλη, CE: εστέρες 
χοληστερόλης.).  

 

 



σωµατίδια, δηµιουργώντας ελεύθερα λιπαρά οξέα και κυρίως 2-µονογλυκερίδια. Η LPL 

µετά την έκκρισή της από τους διάφορους ιστούς, προσδένεται στα ενδοθηλιακά κύτταρα 

µέσω περιοχών πρόσδεσης ηπαρίνης. H LPL ενεργοποιείται από την αποC-II. Η απώλεια 

της LPL ή της αποC-II σχετίζονται µε οξεία υπερτριγλυκεριδαιµία (Brunzell and Deeb 

2001) 

 

ΗL (Hepatic Lipase, Ηπατική Λιπάση) 

Η HL είναι µια γλυκοπρωτεΐνη που συντίθεται στο ήπαρ. Εκκρίνεται και προσδένεται 

στην επιφάνεια των ενδοθηλιακών κυττάρων των αγγείων του ήπατος. Υδρολύει µόνο- 

και διακυλογλυκερόλες και φωσφολιπίδια των IDL και HDL, δηµιουργώντας 

λιποπρωτεΐνες µεγαλύτερης πυκνότητας. In vivo και in vitro µελέτες έχουν δείξει ότι η 

HL υδρολύει µεγάλα, πλούσια σε αποΕ, HDL σωµατίδια (Brunzell and Deeb 2001).  

Έλλειψη της ΗL στον άνθρωπο και σε µοντέλα ζώων σχετίζεται µε υψηλά επίπεδα 

τριγλυκεριδίων και φωσφολιπιδίων στις IDL και HDL. Γενετικοί και περιβαλλοντικοί 

παράγοντες επηρεάζουν την ενεργότητα του ενζύµου. Αυξηµένη δραστικότητα της HL 

σχετίζεται µε µικρού µεγέθους και µεγάλης πυκνότητας LDL και µε µειωµένη HDL2 

(Brunzell and Deeb 2001).  

 

ΕL (Endothelial Lipase, Ενδοθηλιακή Λιπάση) 

Η EL είναι δοµικά και λειτουργικά παρόµοια µε τα υπόλοιπα µέλη της οικογένειας των 

λιπασών. Η EL έχει κυρίως δράση φωσφολιπάσης και περιορισµένη δράση λιπάσης 

τριγλυκεριδίων (Jaye et al. 1999; Hirata et al. 1999; Rader and Jaye 2000). Εκφράζεται 

από τα ενδοθηλιακά κύτταρα, τα µακροφάγα, το ήπαρ και άλλους ιστούς 

 



 

συµπεριλαµβανοµένων των πνευµόνων, των νεφρών, των όρχεων και του πλακούντα. 

∆ιαγονιδιακοί επίµυες που εκφράζουν EL εµφανίζουν δραµατική µείωση στην HDL-

χοληστερόλη (Ishida et al. 2003), ενώ επίµυες µε έλλειψη της EL εµφανίζουν αυξηµένα 

επίπεδα HDL (Ma et al. 2003). Σε επίµυες µε ταυτόχρονη έλλειψη της EL και της αποΕ 

(ΕL-/-/αποΕ-/-) οµάδα ερευνητών παρατήρησε µείωση της αθηροσκλήρωσης (Ishida et al. 

2004), ενώ άλλη οµάδα ερευνητών σε παρόµοια πειράµατα δεν παρατήρησε διαφορές 

στα επίπεδα αθηροσκλήρωσης τόσο σε  EL-/-/αποΕ-/- όσο και σε EL-/-/LDLR-/- επίµυες 

(Ko et al. 2005), (και τα δύο αποτελούν µοντέλα υπερ-λιποπρωτεϊναιµίας). Και οι δύο 

οµάδες όµως, ανέφεραν ότι η έλλειψη της EL αυξάνει τα επίπεδα της HDL. 

 

LCAT (Lecithin:Cholesterol Acyl-Transferase, Μεταφορέας Ακυλοµάδας 

Λεκιθίνης:Χοληστερόλης) 

Η LCAT είναι µια γλυκοπρωτεΐνη που παράγεται στο ήπαρ. Αφού εκκριθεί, εντοπίζεται 

µε την HDL και την LDL. Είναι υπεύθυνη για την εστεροποίηση  της ελεύθερης 

χοληστερόλης της HDL και της LDL, χρησιµοποιώντας την ακυλοµάδα στην θέση C-2 

της λεκιθίνης (Assmann et al. 2001). Ο ρόλος της LCAT στην βιογένεση της HDL 

αναπτύσσεται σε επόµενο κεφάλαιο. 

 

CETP (Cholesterol Ester Transfer Protein, Πρωτεΐνη Μεταφοράς Εστέρων 

Χοληστερόλης) 

Η CETP είναι µια ιδιαίτερα υδρόφοβη γλυκοπρωτεΐνη που παράγεται στο ήπαρ, το λεπτό 

έντερο και διάφορα άλλα όργανα. Καταλύει την ανταλλαγή ουδέτερων λιπιδίων, κυρίως 

τριγλυκεριδίων και εστέρων χοληστερόλης, µεταξύ όλων των τύπων λιποπρωτεϊνών 
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(Zannis et al. 1993). Στην κυκλοφορία, η CETP επάγει την µεταφορά εστέρων 

χοληστερόλης από την HDL στα VLDL/IDL/LDL σωµατίδια (Barter et al. 2003). 

Έλλειψη της CETP στον άνθρωπο χαρακτηρίζεται από υψηλά επίπεδα HDL (Inazu et al. 

1990). Λεπτοµέρειες για  τους αναστολείς του ενζύµου CETP και την χρήση τους σε 

πρόσφατες κλινικές δοκιµές αναπτύσσονται σε επόµενο κεφάλαιο. 

 

PLTP (Phospholipid Transfer Protein, Πρωτεΐνη Μεταφορέας Φωσφολιπιδίων) 

Η PLTP είναι µια γλυκοπρωτεΐνη που παράγεται κυρίως από το ήπαρ και τον λιπώδη 

ιστό. Καταλύει την µεταφορά φωσφολιπιδίων από την VLDL στην HDL και την 

µετατροπή HDL3 σωµατιδίων σε HDL2, ενώ δεν µεταφέρει εστέρες χοληστερόλης ή 

τριγλυκερίδια (Lusa et al. 1996; Liang et al. 1994; Huuskonen et al. 2001). Επίµυες µε 

έλλειψη της PLTP παρουσιάζουν σηµαντική µείωση της HDL (Jiang et al. 1999) ενώ σε 

επίµυες µε έλλειψη της αποΕ, παράλληλη έλλειψη της PLTP συσχετίστηκε µε µειωµένη 

αθηροσκλήρωση (Jiang et al. 2001). Η δράση της PLTP παρουσιάζεται αυξηµένη στο 

διαβήτη και στην παχυσαρκία.  
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Η ΑΠΟΛΙΠΟΠΡΩΤΕΪΝΗ Α-Ι 

Η αποA-I είναι η βασική πρωτεΐνη της HDL, ενεργοποιεί το ένζυµο LCAT και επάγει 

την έξοδο χοληστερόλης από τα κύτταρα. Ασθενείς που πάσχουν από έλλειψη της αποΑ-

Ι και µοντέλα ποντικών για την έλλειψη αυτή δεν σχηµατίζουν HDL σωµατίδια στο 

πλάσµα (Matsunaga et al. 1991; Williamson et al. 1992). 

 

Το γονίδιο της αποΑ-Ι 

Το γονίδιο APOA1 έχει µέγεθος 1863 ζεύγη βάσεων (bp: base pairs) και αποτελείται από 

4 εξόνια και 3 ιντρόνια (Karathanasis et al. 1983b). Χαρτογράφηση του γονιδίου της 

αποΑ-Ι έδειξε ότι βρίσκεται στο χρωµόσωµα 11 του ανθρώπου, στο ίδιο σύµπλεγµα µε 

τα γονίδια της απολιποπρωτεΐνης CIII και Α-ΙV και σε απόσταση 2.5 Kb και 7.5 Kb, 

αντίστοιχα, µεταξύ τους (Karathanasis et al. 1983a; Cheung et al. 1984). Στον επίµυ 

(ποντικό) το γονίδιο της αποΑ-Ι εντοπίζεται στο χρωµόσωµα 9 (Lusis et al. 1983).  

 

Μεταγραφική ρύθµιση του γονιδίου της αποΑ-Ι 

H αποΑ-Ι συντίθεται κυρίως στο ήπαρ και το λεπτό έντερο. Η ηπατική έκφραση του 

γονιδίου ελέγχεται από 3 ρυθµιστικά στοιχεία, το Β [-128 ως -77 ζεύγη βάσεων (bp)], C 

(-175 έως -148 bp) και D (-220 έως -190 bp) του υποκινητή της αποΑ-Ι (Εικόνα 3). Η 

µεταγραφή της αποΑ-Ι επάγεται από την οικογένεια των µεταγραφικών παραγόντων του 

HNF (hepatic nuclear factor), όπως ο HNF4α. Οι παράγοντες αυτοί καθώς και άλλοι 

ορφανοί υποδοχείς της οικογένειας των COUP-TFs (chicken ovalbumin upstream 

promoter transcription factors) όπως οι ARP-1, EAR-2 και EAR-3 αλλά και οµοδιµερή 
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Εικόνα  3.  Σχηματική  απεικόνιση  του  συμπλέγματος  γονιδίων  αποΑ‐Ι/αποCIII/αποΑ‐ΙV  του  ανθρώπου.  Με 
γραμματα συμβολίζονται οι περιοχές των ρυθμιστικών αλληλουχιών των γονιδίων. Σημειώνονται οι αποστάσεις 
από την περιοχή εκκίνησης της μεταγραφής των γονιδίων, όπως αναφέρονται στο κείμενο.  

 

 



του πυρηνικού υποδοχέα RXRα ή ετεροδιµερή του ιδίου µε τους υποδοχείς RARα ή 

T3Rβ, προσδένονται σε πολλαπλές περιοχές στον υποκινητή του γονιδίου της αποΑ-Ι 

(Tzameli and Zannis 1996; Harnish et al. 1996; Ge et al. 1994). Οι πρωτεΐνες αυτές 

προσδένονται σε επαναλήψεις τύπου DR (direct repeat) µιας ρυθµιστικής αλληλουχίας 

(τυπική αλληλουχία είναι η 5’-AGGTCA-3’) διαχωριζόµενες από µία ή δύο 

νουκλεοτιδικές βάσεις (τύπος DR-1 και DR-2, αντίστοιχα).  

H µεταγραφή του γονιδίου της αποΑ-Ι επηρεάζεται ισχυρά από την περιοχή του 

ενισχυτή που εντοπίζεται στην περιοχή -790 έως -560 του υποκινητή του γονιδίου της 

αποC-III (Zannis et al. 2001; Kan et al. 2004). Η περιοχή αυτή φέρει περιοχές απόκρισης 

σε ορµόνες ή HREs (hormone response elements) και περιοχές πρόσδεσης του 

µεταγραφικού παράγοντα SP-1 (Talianidis et al. 1995; Kardassis et al. 1997) (Εικόνα 3). 

Μελέτες σε διαγονιδιακά µοντέλα ποντικών έδειξαν ότι η περιοχή του ενισχυτή είναι 

απαραίτητη για την έκφραση του γονιδίου της αποΑ-Ι και της αποC-III στο έντερο και 

τους νεφρούς ενώ ενισχύει την ηπατική έκφρασή τους (Kan et al. 2000). Άλλοι πυρηνικοί 

υποδοχείς όπως ο FXR (farnesoid X receptor), LXR (liver X receptor) και PPARα 

(peroxisomal proliferation activating receptor-alpha) συµβάλουν στην µεταγραφική 

ρύθµιση της αποΑ-Ι (Claudel et al. 2002; Huuskonen et al. 2006; Berthou et al. 1996). 

Αγωνιστές (agonists) του PPARα είναι οι φιµπράτες (fibrates) που έχουν όµως µέτρια 

αποτελεσµατικότητα στην αύξηση των επιπέδων της αποΑ-Ι στο πλάσµα του ανθρώπου. 

Ο ορφανός πυρηνικός υποδοχέας LRH-1 (liver receptor homolog-1) επάγει την 

µεταγραφή του γονιδίου της αποΑ-Ι µε άµεση πρόσδεση στον υποκινητή του γονιδίου 

της αποΑ-Ι (Delerive et al. 2004). 

 

 



 

 14

H απολιποπρωτεΐνη Α-Ι 

Η αλληλουχία του cDNA της αποΑ-Ι αποτελείται από 878 νουκλεοτίδια που 

κωδικοποιούν για 267 αµινοξέα (Cheung and Chan 1983). Η πρε-προ-αποΑ-Ι 

(preproapoA-I) περιέχει ένα πρε-πεπτίδιο 18-αµινοξέων και ένα πρό-πεπτίδιο 6-

αµινοξέων στο αµινοτελικό κοµµάτι του πολυπεπτιδίου της ώριµης αποΑ-Ι η οποία 

αποτελείται από 243 αµινοξέα (Zannis et al. 1983; Law and Brewer, Jr. 1984). Η 

αλληλουχία της αποΑ-Ι φαίνεται στη Εικόνα 4.  

Η αποΑ-Ι αποτελείται από επαναλήψεις 22- και 11- αµινοξέων που µε βάση την 

ανάλυση κρυσταλλογραφίας ακτίνων Χ και µέσω υπολογιστικών µοντέλων, 

οργανώνονται σε αµφιπαθικές α-έλικες (Nolte and Atkinson 1992; Borhani et al. 1997; 

Borhani et al. 1999; Segrest et al. 1999). Στην Εικόνα 5 φαίνεται σχηµατικά η 

δευτεροταγής δοµή της αποΑ-Ι όπως προβλέπεται από την αµινοξική αλληλουχία της. Η 

κατανοµή των αµινοξέων όπως προβλέπεται κατά τον τροχό του Edmundson 

(Edmundson wheel) για τις έλικες 2-8 και την έλικα 10 φαίνονται στην Εικόνα 6 (Frank 

and Marcel 2000).  Η κρυσταλλική δοµή σε ανάλυση 3.6 Å, µιας ελλειµατικής µορφής 

της αποΑ-Ι ελεύθερης λιπιδίων, έδειξε ότι η αποΑ-Ι(∆1-43), εκτός της περιοχής που 

βρίσκεται µεταξύ των αµινοξέων 220 και 227, αποτελείται από µια σχεδόν συνεχή 

αµφιπαθική α-έλικα. Αυτή η δοµή του µορίου επιτρέπει την διαµόρφωση του µορίου σε 

σχήµα πετάλου µε διαστάσεις 125x80x40 Å (Borhani et al. 1997; Borhani et al. 1999).  

Πρόσφατα, δηµοσιεύτηκε η κρυσταλλική δοµή της πλήρους-µήκους αποΑ-Ι σε 

ανάλυση 2.4 Å (Ajees et al. 2006). Χρησιµοποιώντας ρυθµιστικό διάλυµα άλατος [500 

µM Cr(III)-Tris-acetylacetonate (Cr-acac3)] οι ερευνητές αυτοί κατάφεραν να 

σταθεροποιήσουν την δοµή της αποΑ-Ι σε κατάσταση ελεύθερης λιπιδίων.  



 

 

Εικόνα  4.  Η  νουκλεοτιδική  αλληλουχία  σε  αντιστοίχηση  με  την  αλληλουχία  των  267  αμινοξέων  της 
ανθρώπινης πρε‐προ‐αποΑ‐Ι, όπως προέκυψε από ανάλυση του cDNA της αποΑ‐Ι (Law and Brewer, Jr. 1984). 
Διακρίνονται  τα  κωδικώνια  ένραξης  (ATG, met)  και  λήξης  (TGA,  term). Η θετική αρίθμηση  των αμινοξέων 
αρχίζει στο πρώτο αμινοξύ της αλληλουχίας της ώριμης αποΑ‐Ι πρωτεΐνης και με βάση αυτήν αναφέρεται η 
θέση των αμινοξέων στην παρούσα μελέτη. 

 



  

  

  

  

  

  

  

 

 

Έλικες
1            2            3          4           5         6     7         8,9       10

NH2

13

8

50

98 101
143 184

144

66 68

120 122 167

186

220

242
165

209

227

COOH

Εικόνα  5.  Η  δευτεροταγής  δομή  της  αποΑ‐Ι  του  ανθρώπου  όπως 
προβλέφθηκε από την αλληλουχία των αμινοξέων της, αποτελείται από δέκα 
α‐αμφιπαθικές  έλικες  που  σχηματίζονται  μεταξύ  των  αμινοξέων  που 
υποδεικνύονται (Borhani et al. 1997; Borhani et al. 1999). 



Εικόνα 6. Σχηματική απεικόνιση της κατανομής των αμινοξέων στις διάφορες έλικες της αποΑ‐Ι σύμφωνα με τον 
τροχό του Edmundson (Edmundson wheel). Όπου P: προλίνη, D: ασπαρτικό οξύ, Ε: γλουταμικό οξύ, R: αργινίνη, K: 
λυσίνη,  F:  φαινυλαλανίνη  Ι:  ισολευκίνη  L:  λευκίνη,  Μ:  μεθειονίνη,  V:  βαλίνη, W:  τρυπτοφάνη,  Υ:  τροσίνη,  Α: 
αλανίνη, C: κυστεΐνη, G: γλυκίνη, H:  ιστιδίνη, N: ασπαραγίνη, Q: γλυταμίνη, S: σερίνη και Τ: θρεονίνη  (Frank and 
Marcel 2000).  
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Υπό αυτές τις συνθήκες κρυστάλλωσης, η πρωτεΐνη σχηµατίζει ένα δεµάτι τεσσάρων 

ελίκων στο αµινοτελικό άκρο της και δύο έλικες στο καρβοξυτελικό άκρο (Εικόνα 7). Η 

ανάλυση αυτή δείχνει ότι πρωτεΐνη αποΑ-Ι παρουσιάζει θετικά και αρνητικά 

φορτισµένες περιοχές στο µόριό της οι οποίες µπορεί να είναι σηµαντικές για το 

βιολογικό της ρόλο. Η αυξηµένη περιεκτικότητα σε α-έλικες, 80% έναντι περίπου 58% 

που υπολογίζεται µε φασµατοµετρία κυκλικού διχρωισµού (Gorshkova et al. 2006) και οι 

διαφορετικές διαστάσεις του µορίου της αποΑ-Ι (80x50x27 Å) που προβλέπονται από 

αυτή την ανάλυση, σε σχέση µε προηγούµενες αναλύσεις (Borhani et al. 1997; Borhani 

et al. 1999) µπορεί να οφείλεται στις συνθήκες κρυστάλλωσης. 
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Εικόνα 7. Η κρυσταλλική δομή της αποΑ‐Ι σε ανάλυση 2.4Å. Οι έξι έλικες της 
στερεοδομής απεικονίζονται με μπλε  (A), ροζ (B), κίτρινο (C), μοβ (D), γαλάζιο 
(E), και κόκκινο (F). Οι θηλιές είναι με πορτοκαλί και με πράσινο τα υδρόφοβα 
κατάλοιπα αμινοξέων (Ajees et al. 2006) 
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H ΑΠΟΛΙΠΟΠΡΩΤΕΪΝΗ Α-Ι ΚΑΙ Η HDL 

 

Σχηµατισµός δισκοειδών σωµατιδίων 

Η αποΑ-Ι εκκρίνεται από το ήπαρ και το έντερο ως φτωχή-λιπιδίων αποΑ-Ι (lipid-poor 

apoA-I). Με βάση τα διάφορα µοντέλα δοµής της αποΑ-Ι και φυσικοχηµικές µελέτες, 

έχουν προταθεί διάφορα µοντέλα για την οργάνωση των λιπιδίων και της αποΑ-Ι σε 

δισκοειδή και σφαιρικά σωµατίδια.  

Στο λεγόµενο µοντέλο διπλής ζώνης (“double belt”), δύο µόρια αποΑ-Ι τυλίγονται σε 

αντιπαράλληλο προσανατολισµό γύρω από µια δισκοειδή διπλοστοιβάδα που 

αποτελείται από 160 µόρια λιπιδίων (Εικόνα 8A). Έχει προταθεί ότι ο προσανατολισµός 

των δύο µορίων είναι τέτοιος που να µεγιστοποιεί τις αλληλεπιδράσεις δεσµών άλατος 

µέσα στο κάθε µόριο (Segrest et al. 1999) (Εικόνα 8Β-Γ). Σύµφωνα µε το µοντέλο αυτό, 

οι αµφιπαθικές α-έλικες έχουν κατά µέσo όρο 3.67 αµινοξικά κατάλοιπα (residues) ανά 

στροφή έλικας µε την υδρόφοβη επιφάνεια να «βλέπει» εσωτερικά προς τις αλυσίδες των 

λιπαρών οξέων των φωσφολιπιδίων. Μια τέτοια έλικα, ονοµάζεται «11/3» και κάνει 3 

πλήρης στροφές κάθε 11 αµινοξέα. Έχει προταθεί ότι ο µετασχηµατισµός των 

δισκοειδών σωµατιδίων σε σφαιρική HDL, που γίνεται µέσω της δράσης της LCAT, 

περιλαµβάνει την µετατροπή της 11/3 έλικας σε πραγµατική α-έλικα µε 3.6 αµινοξικά 

κατάλοιπα ανα στροφή (Segrest et al. 1999).  

Το µοντέλο “looped belt” στο οποίο τα αµινοξέα 133-146 σχηµατίζουν µια ευλύγιστη 

θηλειά, προσδίδει στην αποΑ-Ι την ικανότητα να προσαρµόζει την δοµή της ώστε να 

εξυπηρετεί την µεταβαλλόµενη περιεκτικότητα των σωµατιδίων σε λιπίδια. Στο µοντέλο  
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Έλικα Β

Ιοντικές
αλληλεπιδράσεις μεταξύ
των ελίκων δύο μορίων
αποΑ‐Ι, στο μοντέλο
διπλής ζώνης της rHDL
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E169‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐
R173‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐
R177‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐
R188‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐
K195‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐

Έλικα Β

Ιοντικές
αλληλεπιδράσεις μεταξύ
των ελίκων δύο μορίων
αποΑ‐Ι, στο μοντέλο
διπλής ζώνης της rHDL

 

Εικόνα 8Α‐Γ. Το μοντέλο της διπλής ζώνης (double belt model) της δισκοειδούς 
HDL.  Α.  Δύο  μόρια  αποΑ‐Ι‐Δ(1‐43)  (έλικες  σε  γαλάζιο  χρώμα)  σε 
αντιπαράλληλη  διάταξη  γύρω  από  μια  διπλοστοιβάδα  φωσφολιπιδίων 
διαμέτρου 85Å, Β. Σχηματική απεικόνιση των δεσμών άλατος (salt bridges) που 
θεωρείται ότι σχηματίζονται μεταξύ των δύο μορίων αποΑ‐Ι‐Δ(1‐43)  (Segrest et 
al. 1999) και Γ. Λίστα των αμινοξέων των δύο ελίκων, Α και Β, που συμμετέχουν 
σε  ιοντικές  αλληλεπιδράσεις.  Τα  αμινοξέα  133Κ  αναπτύσσουν  αποθητικές 
αλληλεπιδράσεις (Segrest et al. 1999)
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αυτό το ένα µόριο αποΑ-Ι ευθυγραµµίζεται µε το άλλο σε δοµή έλικα 5- έλικα 5 (helix 5-

helix 5 registry) που φέρει την έλικα 5 του ενός µορίου αποΑ-Ι απέναντι από την έλικα 5 

του άλλου µορίου αποΑ-Ι (Martin et al. 2006) (Εικόνα 9).  

Η δοµή της αποΑ-Ι στα σφαιρικά σωµατίδια της HDL δεν έχει αποσαφηνιστεί αλλά 

θεωρείται ότι είναι όµοια µε αυτή που προτείνεται για τα δισκοειδή σωµατίδια (Segrest 

et al. 2000; Davidson and Thompson 2007). 



 
 

 

Εικόνα  9.  Το  μοντέλο  «Looped  belt» της  αποΑ‐Ι  σε  δισκοειδή  rHDL.  A, 
αποτελείται από μόρια της αποΑ‐Ι σε αντιπαράλληλη διάταξη με μια κεντρική 
θηλιά  στην  θέση  139  με  όρια  τα  κατάλοιπα  133  και  146.  B,  το  μοντέλο  αυτό 
προβλέπει  ότι  η  κεντρική  θηλιά  είναι  διαφορετικού  μήκους  σε  rHDL 
διαφορετικών  διαμέτρων  (7.2,  9.4,  και  10.5  nm),  με  την  θηλιά  να  είναι 
μεγαλύτερη (στο δίσκο 7.2‐nm) ή ανύπαρκτη (στο δίσκο 10.5‐nm) σε σχέση με το 
δίσκο  των  9.4‐nm.  Τα  αμινοξέα  που  θεωρούνται  σημαντικά  για  την 
ενεργοποίηση  της  LCAT  (αμινοξέα  143‐165)  αντιπροσωπεύονται  από  την 
κόκκινη περιοχή. (Martin et al. 2006) 
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Προσθήκη λιπιδίων στην φτωχή-λιπιδίων αποΑ-Ι και σχηµατισµός νεοσυτιθέµενης 

(nascent) HDL  

Η νεοσυντιθέµενη αποΑ-Ι αποκτά λιπίδια (φωσφολιπίδια και χοληστερόλη) για να 

σχηµατίσει τα HDL σωµατίδια. Η νεοσυντιθέµενη HDL που εκκρίνεται από το ήπαρ και 

το έντερο έχει preβ ηλεκτροφορητική κινητικότητα. Η preβ-HDL περιέχει γενικά 2 µόρια 

αποΑ-Ι ανά σωµατίδιο και περίπου 10% της µάζας της είναι λιπίδια (ελεύθερη 

χοληστερόλη και φωσφολιπίδια) (Kunitake et al. 1985). Παρόµοια σωµατίδια 

σχηµατίζονται κατά τον καταβολισµό ώριµης HDL (Hennessy et al. 1993). Τα preβ 

σωµατίδια αποτελούν ένα µικρό ποσοστό των σωµατιδίων του πλάσµατος και πιστεύεται 

ότι παίζουν σηµαντικό ρόλο ως αποδέκτες ελεύθερης χοληστερόλης από τα κύτταρα 

(Fielding and Fielding 1995). Μονοµοριακή αποΑ-Ι φτωχή σε λιπίδια ή ελεύθερη 

λιπιδίων µεταναστεύει µε την ίδια κινητικότητα και επάγει την έξοδο χοληστερόλης και 

φωσφολιπιδίων από τα κύτταρα µέσω του ABCA1. Η αποΑ-Ι φτωχή λιπιδίων ή ελεύθερη 

λιπιδίων δεν ανιχνεύεται in vivo υπό φυσιολογικές συνθήκες µιας και ή αποκτά λιπίδια 

και σχηµατίζει preβ-HDL ή ενσωµατώνεται σε ώριµη HDL, ή τέλος, καταβολίζεται και 

χάνεται µέσω των νεφρών (Kozyraki et al. 1999).  

Η έξοδος χοληστερόλης από τα κύτταρα µπορεί να συµβεί µε διάφορους 

µηχανισµούς όπως ελεγχόµενη έξοδο µέσω µεταφορέων ή µε απλή διάχυση (Yancey et 

al. 2003). O ABCA1 επάγει την έξοδο της χοληστερόλης από τα κύτταρα, κατά 

προτίµηση σε αποΑ-Ι φτωχή-λιπιδίων (Chroni et al. 2003). Ο σηµαντικός ρόλος του 

ABCA1 στα επίπεδα HDL-χοληστερόλης στο πλάσµα θεωρείται δεδοµένος και 

περιγράφεται παρακάτω.  
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Ο ΜΕΤΑΦΟΡΕΑΣ ABCA1  

Ο ABCA1 είναι µέλος της οικογένειας των ABC (ATP binding cassette) µεταφορέων. 

Είναι µια πρωτεΐνη µεγέθους 200 kDa και περιέχει 12 διαµεµβρανικές έλικες, δύο 

κυτταροπλασµατικές περιοχές που δεσµεύουν ATP, και δύο µεγάλες εξωκυττάριες 

θηλειές (Oram 2003; Luciani et al. 1994; Fitzgerald et al. 2002) (Εικόνα 10). Είναι µια 

ευρέως εκφραζόµενη πρωτεΐνη που εντοπίζεται σε αφθονία στο ήπαρ, τα µακροφάγα, τον 

εγκέφαλο και σε πολλούς άλλους ιστούς (Langmann et al. 1999; Kielar et al. 2001).  

O ABCA1 δρά στην βασική επιφάνεια των ηπατοκυττάρων, σχετίζεται µε ενδοκυτταρικά 

κυστίδια και µετακινείται µεταξύ ώριµων ενδοκυτταρικών κυστιδίων και της επιφάνειας 

του κυττάρου (Neufeld et al. 2002).  

Ο ABCA1 επάγει την έξοδο χοληστερόλης και φωσφολιπιδίων από το κύτταρο σε 

ελεύθερη αποΑ-Ι και άλλες απολιποπρωτεΐνες αλλά όχι σε σφαιρικά HDL σωµατίδια 

(Oram and Vaughan 2000; Wang et al. 2000; Remaley et al. 2001). Έλλειψη του ABCA1 

αποτελεί την γενετική βάση της ασθένειας Tangier (Rust et al. 1999; Bodzioch et al. 

1999; Brooks-Wilson et al. 1999) η οποία σχετίζεται µε πολύ χαµηλά επίπεδα HDL 

χοληστερόλης και αποΑ-Ι στο πλάσµα. Επίµυες µε έλλειψη ABCA1 έχουν παρόµοιο 

φαινότυπο µε αυτόν των ασθενών µε ασθένεια Tangier (McNeish et al. 2000). Ασθενείς 

µε ασθένεια Tangier και επίµυες µε έλλειψη ABCA1 (ΑBCA1-/-) δεν σχηµατίζουν 

δισκοειδή ή σφαιρικά σωµατίδια HDL και εµφανίζουν ανώµαλη συσσώρευση λιπιδίων 

σε διάφορους ιστούς (Orso et al. 2000; McNeish et al. 2000; Christiansen-Weber et al. 

2000).  

Η έξοδος χοληστερόλης από επιθηλιακά κύτταρα ανθρώπων µε νόσο Tangier, που 

παρουσιάζουν λειτουργικές ανωµαλίες στον ABCA1, είναι µειωµένη και αυτό επηρεάζει  
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Εικόνα 10. Σχηματική απεικόνιση  της  δομής  του μεταφορέα ABCA1  στην 
κυτταρική  μεμβράνη.  Δικρίνονται  οι  διαμεμβρανικές  περιοχές  (σε  μορφή 
κυλίνδρου)  και  οι  κυτταροπλασματικές  και  εξωκυττάριες  θηλιές  της 
πρωτεΐνης,  ενώ  με  Α  και  Β  σημειώνονται  οι  περιοχές  πρόσδεσης 
νουκλεοτιδίων.  Με  βέλη  σημειώνονται  15  μεταλλάξεις  αντικατάστασης 
αμινξέων  (missense  mutations)  που  έχουν  περιγραφεί  σε  ασθενείς  με 
«Tangier  disease»  και  οικογενή  υπο‐άλφα‐λιποπρωτεϊναιμία  (familial 
hypoalphalipoproteinemia) (Singaraja et al. 2006b). 
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ανάλογα την συγκέντρωση της HDL-χοληστερόλης στο πλάσµα των ασθενών (Marcil et 

al. 1999; Brooks-Wilson et al. 1999; Clee et al. 2000). Πρόσφατες µελέτες έχουν 

επιβεβαιώσει ότι η λιπιδίωση των απολιποπρωτεϊνών της HDL γίνεται µετά την έκκρισή 

τους και ότι ο ABCA-1 είναι απαραίτητος για την πρώιµη λιπιδίωση της αποΑ-Ι (Chroni 

et al. 2003).  

Η παραγωγή της αποΑ-Ι κατά την ασθένεια Tangier είναι φυσιολογική αλλά η 

πρωτεΐνη καταβολίζεται πολύ γρήγορα (Schaefer et al. 1978). Υπολογίζεται ότι 

µεταλλάξεις στον ABCA1 ευθύνονται για τουλάχιστο το 10% των ατόµων του γενικού 

πληθυσµού µε χαµηλά επίπεδα HDL (Cohen et al. 2004; Frikke-Schmidt et al. 2004). 

Αν και εκφράζεται ευρέως, ο ABCA1 στο ήπαρ και το έντερο φαίνεται να είναι 

υπεύθυνος, κατά µεγάλη πλειονότητα, για την λιπιδίωση της αποΑ-Ι. Επίµυες µε έλλειψη 

ABCA1-/- συγκεκριµένα στο ήπαρ έχουν επίπεδα HDL χοληστερόλης µειωµένα κατά 

80% (Timmins et al. 2005), και επίµυες µε έλλειψη του ABCA1 στο έντερο έχουν 30% 

µείωση της HDL χοληστερόλης (Brunham et al. 2006). Υπερέκφραση του ABCA1 στο 

ήπαρ αύξησε τα επίπεδα της HDL-χοληστερόλης (Basso et al. 2003; Wellington et al. 

2003) και συσχετίστηκε µε προστασία κατά της αθηροσκλήρωσης (Vaisman et al. 2001; 

Singaraja et al. 2002; Attie et al. 2001). Έλλειψη του ABCA1 σε LDLr−/− (µε έλλειψη 

του LDL υποδοχέα) ή apoE−/− (µε έλλειψη της αποΕ) επίµυες προκάλεσε οξεία 

ξανθωµάτωση (xanthomatosis) αλλά δεν επηρέασε το βαθµό αθηροσκλήρωσης στα 

ποντίκια αυτά. Όµως, µεταµόσχευση µυελού των οστών που προκάλεσε επιλεκτική 

απενεργοποίηση του ABCA1 µόνο στα µακροφάγα και τα λευκοκύτταρα αύξησε την 

αθηροσκλήρωση και στα δύο µοντέλα ποντικών (Aiello et al. 2002) (Van Eck et al. 

2002). Τα πειράµατα αυτά καθώς και τελευταία δεδοµένα από πειράµατα µεταφοράς 
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µυελού των οστών από ABCA1-/- επίµυες, φανερώνουν ότι η έκφραση του ABCA1 στα 

µακροφάγα είναι σηµαντική για την αντίστροφη µεταφορά χοληστερόλης προς το ήπαρ 

και κατά συνέπεια για την προστασία από την αθηροσκλήρωση (Wang et al. 2007). 

Φαίνεται, επίσης, ότι η έκφραση του ABCA1 στα λευκοκύτταρα προστατεύει από 

αθηροσκλήρωση και ελέγχει την στρατολόγηση των µακροφάγων (Van Eck et al. 2002). 

Πρόσφατες µελέτες υποδεικνύουν ότι ο ABCA1 µεσολαβεί στη µεταφορά λιπιδίων των 

ώριµων (late) ενδοκυτταρικών κυστιδίων που σχετίζονται µε την πρωτεΐνη Niemann–

Pick C1 στην αποΑ-Ι που εισέρχεται στα ενδοσώµατα µαζί µε τον ABCA1. Το σύµπλοκο 

αποA-I/ABCA1 επιστρέφει στην επιφάνεια του κυττάρου και το σύµπλοκο 

απελευθερώνει νεοσυντιθέµενη HDL (Neufeld et al. 2004).  

Είναι ενδιαφέρον ότι έλλειψη του ABCA1 επιλεκτικά στα µακροφάγα έχει µικρή 

επίδραση στην µείωση των επιπέδων HDL χοληστερόλης στο πλάσµα ποντικών, αλλά 

προκαλεί σηµαντική αύξηση στα επίπεδα αθηροσκλήρωσης (Aiello et al. 2002), µέσω 

της µειωµένης αντίστροφης µεταφοράς της χοληστερόλης από τα µακροφάγα στο ήπαρ. 

Φαίνεται, δηλαδή, ότι ο ABCA1 στα µακροφάγα συµβάλλει λίγο στα επίπεδα της ΗDL-

χοληστερόλης στο πλάσµα (Haghpassand et al. 2001), αλλά είναι σηµαντικός για την 

προστασία κατά της αθηροσκλήρωσης. Υποστηρίζεται ότι υπάρχουν διακριτοί και 

συγκεκριµένοι ρόλοι τόσο του ηπατικού όσο και του εκτός-ήπατος ABCA1 στην 

βιογένεση της HDL in vivo και υποστηρίζεται ότι ο ABCA1 χαρακτηρίζεται από 

επιλεκτικότητα µεταφοράς λιπιδίων σε σωµατίδια λιποπρωτεϊνών ανάλογα µε την 

περιοχή έκφρασής του (Singaraja et al. 2006a) 
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O ABCA1 φαίνεται ακόµα να µεσολαβεί στην έκκριση του συνδέτη του, της αποΕ, 

από τα µακροφάγα, η οποία µπορεί να δράσει ως αποδέκτης χοληστερόλης και να επάγει 

ABCA1-εξαρτώµενη έξοδο χοληστερόλης (von Eckardstein et al. 2001).  

Tο καρβοξυτελικό µοτίβο 2215-VFVNFA-2220 του ABCA1 είναι σηµαντικό για την 

πρόσδεση του αποδέκτη χοληστερόλης αποΑ-Ι και για την έξοδο χοληστερόλης 

(Fitzgerald et al. 2004b). Τα αµινοξικά κατάλοιπα SYV στο καρβοξυτελικό κοµµάτι του 

ΑBCA1 αλληλεπιδρούν µε την PDZ πρωτεΐνη α1-syntrophin. Υπερέκφραση της α1-

syntrophin σε κυτταρικές καλλιέργειες αυξάνουν την έξοδο χοληστερόλης µέσω του 

ABCA1 (Munehira et al. 2004). Έχει προταθεί ότι το σύµπλοκο ABCA1/β2-

syntrophin/utrophin εξυπηρετεί στην συγκράτηση του ABCA1 στα ενδοκυτταρικά 

κυστίδια (Buechler et al. 2002).  

 

Σταθερότητα του ABCA1 

Η σταθερότητα του ΑBCA1 ελέγχεται µέσω φωσφορυλίωσης. Η πρόσδεση αποΑ-Ι, 

αποΕ, αποΑ-ΙΙ και αµφιπαθικών πεπτιδίων µειώνει την αποικοδόµηση του ABCA1 µέσω 

της calpain, επάγει την φωσφορυλίωσή του µέσω της πρωτεϊνικής κινάσης C, και επάγει 

την έξοδο λιπιδίων (Yamauchi et al. 2003; Arakawa et al. 2004). Ο ABCA1 

φωσφορυλιώνεται στις θέσεις Thr-1242, Thr-1243 και Ser-1255 από την πρωτεϊνική 

κινάση CK2, και αναστολή των φωσφορυλιώσεων αυτών µειώνει την πρόσδεση µε την 

αποΑ-Ι και την αποΑ-ΙΙ καθώς και την έξοδο λιπιδίων (Roosbeek et al. 2004).  

Ο ΑΒCA1 περιέχει µια αλληλουχία PEST η οποία είναι κοινή αλληλουχία σε 

πρωτεΐνες που εµφανίζουν γρήγορο κύκλο ανακύκλυσης (turnover) και χαρακτηρίζεται 

από την παρουσία προλίνης, γλουταµικού οξέος, σερίνης και θρεονίνης (Wang et al. 

 29



 

2003). Πρόσφατα ο Tall και οι συνεργάτες του έδειξαν ότι φωσφορυλίωση στις Thr-1286 

και Thr-1305, που ανήκουν στην PEST αλληλουχία του ABCA1, επάγει την 

αποικοδόµησή του µέσω της calpain, σε διαφοροποιηµένα κύτταρα THP-1, ενώ 

πρόσδεση της αποΑ-Ι στον ABCA1 επάγει την αποφωσφορυλίωση των θέσεων αυτών 

και αποτρέπει την αποικοδόµησή του (Martinez et al. 2003). Η αποικοδόµηση του 

ABCA1 µέσω του πρωτεασώµατος της ουµπικουϊτίνης ενεργοποιείται από περίσσεια 

ελεύθερης χοληστερόλης (Feng and Tabas 2002) και ακόρεστων λιπαρών οξέων (Wang 

and Oram 2002).  

 

Ρύθµιση της έκφρασης του ΑΒCA1 

Οι σηµαντικές λειτουργίες του ABCA1 που οδηγούν στη βιογένεση της HDL και ο 

αθηροπροστατευτικός του ρόλος, οδήγησε σε µελέτες ρύθµισης της έκφρασης του 

ABCA1 µε απώτερο στόχο την ανάπτυξη νέων θεραπειών. Οι LXRα και LXRβ είναι 

πυρηνικοί υποδοχείς που ανιχνεύουν την περίσσεια κυτταρικής χοληστερόλης και 

φυσιολογικοί συνδέτες τους είναι οι οξυστερόλες (Tontonoz and Mangelsdorf 2003; 

Lund et al. 2003). Συνθετικοί αγωνιστές του LXR επάγουν την έκφραση του ABCA1 στα 

µακροφάγα, αυξάνουν την έξοδο χοληστερόλης in vitro, και µειώνουν την 

αθηροσκλήρωση στα ποντίκια (Joseph et al. 2002; Levin et al. 2005). H αύξηση του 

LXR, όµως, οδηγεί στην ανάπτυξη υπερτριγλυκεριδαιµίας και λιπαρού ήπατος, εν µέρη 

λόγω της LXR-εξαρτώµενης αύξησης του ηπατικού SREBP-1c (Schultz et al. 2000).  

Φαίνεται ότι αγωνιστές ειδικοί για τον LXRβ πιθανόν στο µέλλον να πετύχουν 

αύξηση της HDL-χοληστερόλη και να επάγουν την έξοδο χοληστερόλης από τα 

µακροφάγα χωρίς να προκαλούν συσσώρευση τριγλυκεριδίων στο συκώτι (Lund et al. 
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2006). Επίσης, συνθετικοί αγωνιστές των PPARα (peroxisome-proliferator-activated 

receptor) και PPARγ επάγουν την έκφραση των LXR και ABCA1 και οδηγούν έξοδο 

χοληστερόλης in vitro (Chinetti et al. 2001).  

 

Λειτουργικές αλληλεπιδράσεις του ABCA1 µε την αποΑ-Ι 

Σηµαντικό ερευνητικό ενδιαφέρον υπάρχει γύρω από το µηχανισµό λιπιδίωσης της 

αποΑ-Ι που αποτελεί το αρχικό βήµα στην βιογένεση της HDL. Τα τελευταία χρόνια 

έχουν προταθεί διάφορα µοντέλα για την αλληλεπίδρασης της αποΑ-Ι µε τον µεταφορέα 

ABCA1 η οποία οδηγεί σε έξοδο χοληστερόλης: 

 

Μοντέλο έµµεσης αλληλεπίδρασης  

Το πρώτο µοντέλο υποστηρίζει ότι δεν υπάρχει άµεση σύνδεση του ABCA1 και της 

αποΑ-Ι. Αντί αυτού, προτείνει τον σχηµατισµό ασταθών περιοχών στη µεµβράνης µέσω 

µετατόπισης φωσφολιπιδίων, ειδικά φωσφατιδυλοσερίνης, στο εξωκυτταρικό τµήµα της 

πλασµατικής µεµβράνης µέσω της δράσης του ABCA1. Η µετατόπιση αυτή µπορεί να 

βοηθήσει στην συγκράτηση της αποΑ-Ι στις περιοχές αυτές και ακολούθως στην 

λιπιδίωση των αµφιπαθικών ελίκων της αποΑ-Ι (Chambenoit et al. 2001; Rigot et al. 

2002). Στο ίδιο µοντέλο βασίζεται και η ιδέα ότι η λιπιδίωση της αποΑ-Ι, µετά την 

συγκράτηση της αποΑ-Ι στην µεµβράνη, συµβάλλει στην έξοδο φωσοφολιπιδίων και 

χοληστερόλης µέσω µικροδιαλυτοποίησης (microsolubilization) (Vaughan and Oram 

2003) (Εικόνα 11).  
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Άμεση Αλληλεπίδραση
αποΑ‐Ι / ABCA1

Αλληλεπίδραση αποΑ‐Ι
με περιοχή λιπιδίων

Αλληλεπίδραση αποΑ‐Ι με
ABCA1 και με περιοχή

λιπιδίων

Φωσφολιπίδια αποΑ‐Ι Χοληστερόλη  

Εικόνα 11. Σχηματική απεικόνιση των μοντέλων που έχουν προταθεί για 
την  ABCA1‐εξαρτώμενη  έξοδο  χοληστερόλης  από  την  μεμβράνη  των 
κυττάρων στην αποΑ‐Ι (Yancey et al. 2003). 
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Το υβριδικό µοντέλο πρόσδεσης-αλληλεπίδρασης και το µοντέλο δύο θέσεων 

πρόσδεσης. 

Το δεύτερο µοντέλο, γνωστό ως υβριδικό µοντέλο, είναι µια παραλλαγή του πρώτου. Στο 

µοντέλο αυτό, η αρχική πρόσδεση της αποΑ-Ι στην µεµβράνη επιτυγχάνεται µέσω του 

καρβοξυτελικού άκρου της αποΑ-Ι και στη συνέχεια η προσδεδεµένη στην µεµβράνη 

αποΑ-Ι αλληλεπιδρά µε τον ABCA1 ο οποίος της µεταφέρει λιπίδια (Panagotopulos et al. 

2002) (Εικόνα 11). 

Η ιδέα του υβριδικού µοντέλου φαίνεται να εξελίσσετα µε το µόλις πρόσφατα 

(Μάιος 2007) προταθέν από τους Phillips et al. µοντέλο δύο θέσεων αλληλεπίδρασης της 

αποΑ-Ι, µε τα κύτταρα, για την έξοδο λιπιδίων. Στην µελέτη αυτή, οι ερευνητές 

προσπάθησαν να χαρακτηρίσουν τις θέσεις πρόσδεσης της αποΑ-Ι στα κύτταρα. 

Υποστηρίζεται ότι, ο µεταφορέας ABCA1 δηµιουργεί δύο ξεχωριστές θέσεις 

αλληλεπίδρασης του κυττάρου µε την αποΑ-Ι. Η πρώτη είναι χαµηλής απόδοσης και 

αφορά άµεση αλληλεπίδραση της αποΑ-Ι µε τον ABCA1, ενώ η δεύτερη θέση είναι 

υψηλής απόδοσης και αφορά αλληλεπίδραση της αποΑ-Ι µε λιπίδια οργανωµένα στην 

κυτταρική µεµβράνη από την δράση του ABCA1 (Vedhachalam et al. 2007).  

 

Μοντέλο άµεσης αλληλεπίδρασης 

Το τρίτο µοντέλο υποστηρίζει την άµεση φυσική αλληλεπίδραση µεταξύ αποΑ-Ι και 

ABCA1 (Wang et al. 2000; Fitzgerald et al. 2002) ακολουθούµενη από µεταφορά 

λιπιδίων µέσω του ABCA1. Το πρώτο βήµα είναι ο σχηµατισµός ενός ισχυρού 

συµπλόκου µεταξύ του ABCA1 και των συνδετών του. Η πρόσδεση αποA-I/ABCA1 που 

έχει χρόνο ηµιζωής 30 λεπτών (Fitzgerald et al. 2004a) φαίνεται να είναι ένα απαραίτητο 

 33



 

αλλά όχι και ικανό βήµα για την έξοδο λιπιδίων. Το δεύτερο βήµα είναι η µεταφορά 

λιπιδίων από το κύτταρο στην αποΑ-Ι (λιπιδίωση). Αυτό φαίνεται να απαιτεί το 

σχηµατισµό ενός λειτουργικού συµπλόκου µεταξύ της αποΑ-Ι και του ABCA1 (Zannis et 

al. 2006).  

Προηγούµενες µελέτες έδειξαν µε ότι ελλειµµατικές µορφές της αποΑ-Ι στις οποίες 

λείπει η περιοχή µεταξύ των αµινοξέων 220 έως 231 µειώνουν την ικανότητα της αποΑ-Ι 

για ABCA1-εξαρτώµενη έξοδο χοληστερόλης, ενώ ελλειµµατικές µορφές του 

καρβοξυτελικού άκρου οι οποίες διατηρούν την περιοχή 220-231, δεν επηρεάζουν την 

ABCA1-εξαρτώµενη έξοδο χοληστερόλης, in vitro (Chroni et al. 2003). Μελέτες 

χρησιµοποιώντας χηµική διασύνδεση (cross-linking) ακολουθούµενη από 

ανοσοκατακρήµνιση (immunoprecipitation) έδειξαν ότι η ικανότητα µεταλλαγµένων 

µορφών της αποΑ-Ι να επάγουν έξοδο χοληστερόλης µέσω του ABCA1 συσχετίζεται µε 

την ικανότητα των µεταλλαγµάτων αυτών να συνδέονται αποτελεσµατικά (µέσω cross-

linking) µε τον ABCA1 (Chroni et al. 2004b). Εκτός της αποΑ-Ι, και άλλες 

απολιποπρωτεΐνες λειτουργούν ως αποδέκτες χοληστερόλης από τον ABCA1 (Remaley 

et al. 2001). To κοινό στοιχείο των µορίων αυτών είναι ότι περιέχουν αµφιπαθικές α-

έλικες. ∆εν φαίνεται να υπάρχει αυστηρή απαίτηση για συγκεκριµένη τεταρτοταγή δοµή 

των µορίων για την επαγωγή εξόδου χοληστερόλης µέσω του ABCA1 (Chroni et al. 

2004b). Έχει δειχθεί ότι η άµεση αλληλεπίδραση και πρόσδεση της αποΑ-Ι στον ABCA1 

ακόµα και όταν είναι ισχυρή, όπως ισχύει για την µετάλλαξη Trp590Ser του ABCA1 

(Fitzgerald et al. 2002) παρουσιάζει µειωµένη έξοδο χοληστερόλης (Chroni et al. 2004b). 

Έτσι, φαίνεται ότι η πρόσδεση αποA-I/ABCA1 δεν είναι ικανή από µόνη της να επάγει 

αποτελεσµατικά έξοδο χοληστερόλης.  
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Αναδιοργάνωση της HDL από τους ABCG1 και ABCG4 

Οι ABCG1 και ABCG4 είναι δύο ακόµα µέλη της οικογένειας των ABC µεταφορέων 

που δρούν ως διµερή (half transporters) µε µοριακό µέγεθος περίπου 67 kDa (Oldfield et 

al. 2002; Klucken et al. 2000).  

Ο ABCG1 εκφράζεται στον σπλήνα, τον θύµο-αδένα, τους πνεύµονες και τον 

εγκέφαλο (Savary et al. 1996; Croop et al. 1997; Nakamura et al. 2004) και επάγεται από 

αγωνιστές του LXR ή από συσσώρευση χοληστερόλης στα µακροφάγα και στο ήπαρ 

(Klucken et al. 2000; Venkateswaran et al. 2000; Tangirala et al. 2002). Η έκφραση του 

ABCG4 περιορίζεται στους οφθαλµούς και τον εγκέφαλο (Oldfield et al. 2002).  

Οι µεταφορείς ABCG1 και ABCG4 φαίνεται να προάγουν στην έξοδο χοληστερόλης 

από τα µακροφάγα σε ώριµα σωµατίδια HDL αλλά όχι σε φτωχή-λιπιδίων αποΑ-Ι (Wang 

et al. 2004; Vaughan and Oram 2005; Nakamura et al. 2004).  

Έχει αναφερθεί ότι η έξοδος χοληστερόλης δεν απαιτεί την άµεση πρόσδεση του 

αποδέκτη στους ΑBCG1 ή ABCG4. Οι ερευνητές υποθέτουν ότι η έκφραση του ABCG1 

µεταβάλλει την κατανοµή της χοληστερόλης στην κυτταρική µεµβράνη και επιτρέπει την 

αποµάκρυνσή της από την HDL (Vaughan and Oram 2005).  

Επίµυες µε έλλειψη του ABCG1 παρουσιάζουν σηµαντική συσσώρευση 

χοληστερόλης στα µακροφάγα, ενώ υπερέκφραση του ΑΒCG1 προστατεύει τους ιστούς 

από συσσώρευση χοληστερόλης (Kennedy et al. 2005). Φαίνεται γενικά ότι οι ABCG1 

και ABCG4 µπορεί να παίζουν σηµαντικό ρόλο την οµοιόσταση των λιπιδίων στον 

εγκέφαλο και την κυκλοφορία και να συµβάλλουν στην αναδιοργάνωση (remodeling) 

της HDL. 
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O SR-BI (SCAVENGER RECEPTOR CLASS B, TYPE I)  

O SR-BI είναι µια ακόµα πρωτεΐνη που µπορεί να παίζει σηµαντικό ρόλο στην έξοδο 

χοληστερόλης στην ώριµη HDL (Rothblat et al. 1999). Η επίδραση της εξόδου 

χοληστερόλης από τα µακροφάγα µέσω του  SR-BI στον µεταβολισµό της HDL και στην 

αντίστροφη µεταφορά χοληστερόλης δεν έχει διευκρινιστεί πλήρως. Επίµυες µε έλλειψη 

SR-BI έχουν αυξηµένα επίπεδα HDL-χοληστερόλης (Rigotti et al. 1997; Yesilaltay et al. 

2006). Τα ποντίκια αυτά όµως εµφανίζουν και αυξηµένη αθηροσκλήρωση (Trigatti et al. 

2004) η οποία µπορεί, εν µέρει, να οφείλεται στην µειωµένη έξοδο χοληστερόλης από τα 

µακροφάγα. Πράγµατι, επίµυες µε έλλειψη SR-BI συγκεκριµένα και µόνο στα 

µακροφάγα τους, έχουν φυσιολογικά επίπεδα HLD-χοληστερόλης αλλά παρουσιάζουν 

αυξηµένα επίπεδα αθηροσκλήρωσης (Van Eck et al. 2004).  
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ΩΡΙΜΑΝΣΗ ΤΗΣ HDL 

Ενώ το ήπαρ και το έντερο είναι σηµαντικά για την πρώιµη λιπιδίωση της αποΑ-Ι µέσω 

του ABCA1, η HDL αποκτά την µεγαλύτερη µάζα των λιπιδίων της από άλλες πηγές. 

Πιθανές πηγές είναι άλλοι ιστοί και άλλες λιποπρωτεΐνες. Στα ποντίκια περίπου 90 mg 

χοληστερόλης ανά kg σωµατικού βάρους, την ηµέρα, µεταφέρονται από µη ηπατικούς 

ιστούς στην HDL (Dietschy and Turley 2002). Λίγα είναι γνωστά για τις πηγές και τους 

µηχανισµούς της λιπιδίωσης της HDL από τους περιφερικούς ιστούς. Από την άποψη της 

αθηροσκλήρωσης, τα µακροφάγα είναι ο σηµαντικότερος τύπος κυττάρων που 

προσφέρουν χοληστερόλη αλλά η συµβολή τους είναι µικρή στην συνολική HDL. Αυτό 

έγινε φανερό από πειράµατα µεταφοράς αγρίου τύπου (WT) µυελού των οστών σε 

ABCA1-/- επίµυες. Τα πειράµατα έδειξαν µικρή αλλά σηµαντική αύξηση στα επίπεδα της 

HDL-χοληστερόλης που προήλθε από την έκφραση του ABCA1 στα µακροφάγα και 

άλλα κύτταρα του αιµοποιητικού συστήµατος (Haghpassand et al. 2001). Άλλοι 

ερευνητές χρησιµοποίησαν αποΑ-Ι-/- επίµυες στους οποίους µετέφεραν µυελό των οστών 

από διαγονιδιακούς επίµυες που εκφράζουν ανθρώπινη αποΑ-Ι στα µακροφάγα τους. Τα 

πειράµατα έδειξαν ότι η έκφραση της αποΑ-Ι δεν επηρέασε τα επίπεδα HDL-

χοληστερόλης στο πλάσµα αλλά µείωσε την αθηροσκλήρωση στα πειραµατόζωα (Major 

et al. 2001). Τα περιφερικά όργανα και ιστοί χρειάζονται χοληστερόλη αλλά δεν την 

µεταβολίζουν, οπότε είναι αναγκαία η έξοδος της περίσσειας χοληστερόλης µέσω του 

ABCA1, SR-BI, ABCG1 ή άλλων µηχανισµών στην HDL.  

∆εν είναι, επίσης, γνωστό κατά πόσο άλλοι ιστοί όπως σκελετικοί µύες, ο λιπώδης 

ιστός και το δέρµα συµβάλλουν ο καθένας στα επίπεδα της HDL χοληστερόλης. Έχει 

δειχθεί ότι κύτταρα από τους ιστούς αυτούς συµβάλλουν στην έξοδο χοληστερόλης στην 
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αποΑ-Ι και την HDL, in vitro. H HDL, επίσης, αποκτά λιπίδια, κυρίως φωσφολιπίδια, 

από άλλες λιποπρωτεΐνες. Όταν οι πλούσιες σε τριγλυκερίδια λιποπρωτεΐνες υφίστανται 

υδρόλυση των τριγλυκεριδίων τους, τότε φωσφολιπίδια µεταφέρονται στην HDL µέσω 

της πρωτεΐνης µεταφοράς των φωσφολιπιδίων (PLTP) (Huuskonen et al. 2001).  

 

Μετασχηµατισµός δισκοειδούς HDL σε σφαιρική από το ένζυµο LCAT  

Το ένζυµο LCAT (lecithin : cholesterol acyl- transferase: ακυλ- τρανσφεράση λεκιθίνης : 

χοληστερόλης) είναι µια γλυκοπρωτεΐνη 416-αµινοξέων που εκκρίνεται από το ήπαρ 

στον άνθρωπο και κυκλοφορεί στο αίµα δεσµευµένη σε λιποπρωτεΐνες ή σε ελεύθερη 

µορφή (McLean et al. 1986b; McLean et al. 1986a). Η LCAT αλληλεπιδρά µε την µη 

εστεροποιηµένη χοληστερόλη σε δισκοειδή και σφαιρικά σωµατίδια HDL, µεταφέροντας 

την 2-ακυλοµάδα της λεκιθίνης ή της φωσφατιδυλαιθανολαµίνης στο ελεύθερο 

υδροξύλιο της χοληστερόλης σχηµατίζοντας κατά αυτόν τον τρόπο εστέρες 

χοληστερόλης που µεταφέρονται και συγκρατούνται στον πυρήνα της HDL (Fielding et 

al. 1972; Gordon and Rifkind 1989) (Εικόνα 2). H LCAT δρα και εστεροποιεί την 

χοληστερόλη και στα LDL σωµατίδια (Santamarina-Fojo et al. 2001).  

 

Αλληλεπιδράσεις της αποΑ-Ι και της LCAT 

Η αποA-I της HDL είναι ο κύριος φυσιολογικός ενεργοποιητής (co-factor) του ενζύµου 

LCAT (Fielding et al. 1972). Μεταλλάξεις της LCAT σχετίζονται είτε µε την κλασική 

έλλειψη του ενζύµου που χαρακτηρίζεται από έλλειψη εστεροποίησης της χοληστερόλης 

ή µε την ασθένεια «fish-eye disease» που χαρακτηρίζεται από ανικανότητα του ενζύµου 

να εστεροποιήσει την χοληστερόλη της HDL αλλά όχι και της LDL (Funke et al. 1991). 
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Στην περίπτωση έλλειψης της LCAT υπάρχει συσσώρευση δισκοειδών HDL σωµατιδίων 

στο πλάσµα (Santamarina-Fojo et al. 2001), ενώ η “fish-eye disease” παρατηρήθηκε για 

πρώτη φορά στην Σουηδία και χαρακτηρίζεται από θολερότητα του µατιού των ασθενών 

(Carlson and Philipson 1979). 

Μελέτες σε ανθρώπους και σε µοντέλα ζώων έχουν δείξει ότι δισκοειδή σωµατίδια 

µπορεί να συσσωρεύονται στο πλάσµα σε περιπτώσεις µεταλλάξεων στην αποΑ-Ι 

(Reardon et al. 2001; Chroni et al. 2003; McManus et al. 2000; Scott et al. 2001; Chroni 

et al. 2005b; Chroni et al. 2005a). Μελέτες µεταφοράς µέσω αδενοϊών γονιδίων που 

φέρουν µεταλλάξεις της αποΑ-Ι σε επίµυες µε έλλειψη της αποΑ-Ι (απόΑ-Ι-/-), έδειξαν 

ότι αντικατάσταση των υδρόφοβων αµινοξέων στην περιοχή 211 έως 229 της αποΑ-Ι 

είτε από φορτισµένα ή από µικρότερα υδρόφοβα αµινοξέα οδηγεί σε χαµηλά επίπεδα 

HDL-χοληστερόλης και στο σχηµατισµό δισκοειδών HDL σωµατιδίων. Σε αντίθεση, 

αντικατάσταση των φορτισµένων αµινοξέων στην περιοχή 234 έως 239 από αλανίνη 

(Ala) οδήγησε στο σχηµατισµό φυσιολογικής HDL (Reardon et al. 2001). Αυτό δηλώνει 

ότι τα υδρόφοβα αµινοξέα της καρβοξυτελικής περιοχής της αποΑ-Ι παίζουν σηµαντικό 

ρόλο στην ενεργοποίηση του ενζύµου LCAT in vivo. Σχηµατισµό δισκοειδών 

σωµατιδίων HDL παρατηρήθηκε επίσης και στην περίπτωση δύο σηµειακών 

µεταλλάξεων σε αµινοξέα της έλικας 6 της αποΑ-Ι (apoA-I[Arg160Val/His162Ala]) 

(Chroni et al. 2005a). Οι σηµειακές αυτές µεταλλάξεις εκµηδένισαν την ικανότητα της 

αποΑ-Ι να ενεργοποιεί την LCAT in vitro (Chroni et al. 2005a). Μετά από γονιδιακή 

µεταφορά µέσω αδενοϊών των µεταλλάξεων αυτών σε αποΑ-Ι-/- ποντίκια, τα επίπεδα της 

HDL-χοληστερόλης εµφάνισαν δραµατική µείωση, ενώ η χοληστερόλη και η αποΑ-Ι του 

πλάσµατος κατανέµονταν στην περιοχή της HDL3. Αναλύσεις ηλεκτρονικού 

 39



 

µικροσκοπίου και ηλεκτροφόρησης δύο διαστάσεων έδειξε ότι η apoA-

I(Arg160Val/His162Ala) σχηµάτισε κυρίως δισκοειδή σωµατίδια HDL, ενώ ήταν 

αυξηµένη η αναλογία preβ1-HDL/α-HDL. Συνδυασµένη µόλυνση ποντικών µε 

αδενοϊούς που εκφράζουν την µεταλλαγµένη µορφή apoA-I(Arg160Val/His162Ala) και 

την LCAT του ανθρώπου, αύξησε δραµατικά τα επίπεδα της HDL-χοληστερόλης και της 

αποΑ-Ι, επέτρεψε το σχηµατισµό σφαιρικών HDL σωµατιδίων, και επανέφερε το λόγο 

preβ1-HDL/α-HDL σε φυσιολογικά επίπεδα, φανερώνοντας ότι η δράση της LCAT ήταν 

ο περιοριστικός παράγων για την µετατροπή των δισκοειδών σωµατιδίων σε σφαιρική 

HDL. 
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ΑΝΤΙ-ΦΛΕΓΜΟΝΩ∆ΗΣ ΚΑΙ ΑΝΤΙ-ΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΟΣ ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ HDL.  

Αθηροµατωγόνος HDL (ή αλλιώς η «κακή» καλή-χοληστερόλη) 

Εκτός του ρόλου της στην θεωρούµενη αντίστροφη µεταφορά χοληστερόλης, η HDL 

φαίνεται να παίζει και ρόλο ρυθµιστή σε συνθήκες φλεγµονής. Είναι γνωστό ότι η 

οξειδωµένη χοληστερόλη και τα προϊόντα της είναι σηµαντικά για την οξείδωση της 

LDL, η οποία προκαλεί βλάβες στα ενδοθηλιακά κύτταρα. Έχει προταθεί ότι η HDL 

εµποδίζει την οξείδωση της LDL που προκαλεί κυτταροτοξικότητα (Hessler et al. 1979). 

Η οξείδωση των φωσφολιπιδίων της LDL σχηµατίζει µια σειρά οξειδωµένων λιπιδίων 

που µπορούν να οδηγήσουν στην αθηρογένεση (Berliner and Watson 2005). Τα αφρώδη 

κύτταρα (foam cells) είναι από τα κύρια χαρακτηριστικά των ασταθών αθηρωµατικών 

πλακών που είναι επικίνδυνες να «σπάσουν» και να προκαλέσουν θρόµβωση. Σηµαντικό 

ρόλο στην συσσώρευση χοληστερόλης από την LDL έχουν τα µακροφάγα του 

αρτηριακού τοιχώµατος, ενώ σηµαντικό ρόλο στην αποµάκρυνση της περίσσειας 

χοληστερόλης από τα µακροφάγα παίζει η αποΑ-Ι και η HDL (Zhang et al. 2003). Η 

έλλειψη αποΑ-Ι σε ποντίκια συνδέθηκε µε την µειωµένη αντίστροφη µεταφορά 

χοληστερόλης από τα µακροφάγα στο ήπαρ αλλά και µε µειωµένη αντι-φλεγµονώδη 

δραστικότητα της HDL (Moore et al. 2005). Ο Navab και συνεργάτες έδειξαν ότι 

ποντίκια ανθεκτικά στην ανάπτυξη αθηροσκλήρωσης, είχαν αντιφλεγµονώδη HDL, 

δηλαδή HDL που εµποδίζει την οξείδωση της LDL και την ικανότητά της να επάγει 

χυµοτακτικά τα µονοκύτταρα. Σε αντίθεση, επίµυες που ήταν επιρρεπής στην ανάπτυξη 

αθηροσκλήρωσης είχαν προ-φλεγµονώδη HDL, δηλαδή HDL που ενισχύει την οξείδωση 

της LDL και την επαγωγή των µονοκυττάρων, χυµοτακτικά, όπως για παράδειγµα µέσω 

του MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1) (Navab et al. 2005a). Η ιδιότητα της HDL 
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να επάγει χυµοτακτικά τα µονοκύτταρα, συσχετίστηκε αντιστρόφως ανάλογα µε την 

ικανότητα της ΗDL να επάγει αντίστροφη µεταφορά χοληστερόλης από µακροφάγα στο 

ήπαρ (Navab et al. 2005a). Οι παρατηρήσεις αυτές υποδηλώνουν οτι η HDL έχει ένα 

σηµαντικό ρόλο στην καταστολή της φλεγµονής που προκαλεί η LDL.  

Υπάρχει ένας σηµαντικός αριθµός ενζύµων µε αντι-οξειδωτικές ιδιότητες τα οποία 

σχετίζονται µε την HDL (Navab et al. 2001), όπως η παραοξονάση (PON: paraoxonase), 

η PAF-AΗ (platelet-activating factor acetylhydrolase) και η υπεροξειδάση της 

γλουταθειόνης (glutathione peroxidase). Αυτά τα ένζυµα έχουν την ιδιότητα να 

εµποδίζουν τον σχηµατισµό των οξειδωµένων φωσφολιπιδίων που µπορούν να επάγουν 

φλεγµονή (Berliner and Watson 2005). Είναι σηµαντικό ότι πολύ πρόσφατα, η χρήση 

ευαίσθητων αναλυτικών µεθόδων έδειξε ότι στην HDL υπάρχουν περισσότερες 

πρωτεΐνες µε αντιφλεγοµονώδεις/ανοσλογικές λειτουργίες (23 από τις 48 συνολικά) παρά 

πρωτεΐνες που σχετίζονται µε τον µεταβολισµό και την µεταφορά λιπιδίων (22 από τις 

48) (Vaisar et al. 2007). Tα ένζυµα αυτά ρυθµίζονται αρνητικά από τα οξειδωµένα 

φωσφολιπίδια (Bielicki and Forte 1999; Forte et al. 2002). Έχει προταθεί ότι υπό 

συνθήκες οξείας απόκρισης σε φλεγµονή (acute phase response) η HDL γίνονται προ-

φλεγµονώδης (Van Lenten et al. 1995).  

 

Ανάγκη προσδιορισµού δείκτών για τις ιδιότητες της HDL. Η κλινική δοκιµή 

ILLUMINATE. 

Η σηµασία διαχωρισµού της HDL σε αντι-αθηρωµατική/αντι-φλεγµονώδη και σε προ-

φλεγµονώδη/αθηροµατωγόνο, καθώς και η σηµασία ύπαρξης δεικτών για τον 

διαχωρισµό αυτό έγινε εµφανής µετά και από την πρόσφατη αποτυχία του αναστολέα της 
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CETP, torcetrapib. Η φαρµακευτική αναστολή του ενζύµου CETP αυξάνει τα επίπεδα 

του πληθυσµού των µεγάλων HDL σωµατιδίων (Brousseau et al. 2004). Αυτό µπορεί να 

ενισχύει την έξοδο χοληστερόλης µέσω του ABCG1 µεταφορέα σε σχέση µε τον ABCA1 

(Wang et al. 2006; Matsuura et al. 2006). Ο αναστολέας του CETP, torcetrapib, 

χρησιµοποιήθηκε στην κλινική δοκιµή ILLUMINATE (Invetigation of Lipid Level 

Management to Understand Its Impact in Atherosclerotic Events) η οποία διεκόπη λόγω 

αυξηµένων κρουσµάτων θανάτου στους ασθενείς που λάµβαναν τη θεραπεία. ∆εν είναι 

ξεκάθαρο εάν η αποτυχία οφείλεται σε τοξικότητα του φαρµάκου σε στόχους άλλους από 

την HDL ή στο µηχανισµό δράσης του (Nissen et al. 2007). Θα είναι ενιδαφέρον να δει 

κανείς τα αναµενόµενα συµπεράσµατα από την ανάλυση των ευρηµάτων αυτής της 

µελέτης και συγκεκριµένα εάν αλλαγές στα επίπεδα διαφόρων πληθυσµών της HDL ή 

στις ιδιότητές τους συνδέονται (και πώς) µε τα αρνητικά αποτελέσµατα της κλινικής 

έρευνας. 

 

Η δράση της µυελο-υπεροξειδάσης (MPO) στην αποΑ-Ι 

Ο Hazen και οι συνεργάτες του ανέφεραν ότι η αποΑ-Ι σε ανθρώπινο πλάσµα και σε 

αθηρωµατικές πλάκες βρίσκεται να έχει τροποποιηθεί µε προσθήκη νιτρικού οξέος 

(nitrated, ΝΟ2-) ή χλωρίου (chlorinated, Cl-) από το ένζυµο µυελοπεροξειδάση (MPO: 

myeloperodixase). Αλλαγές στην αποΑ-Ι βρέθηκαν και στο πλάσµα ασθενών µε 

αθηροσκλήρωση (Zheng et al. 2004). Συγκεκριµένα κατάλοιπα τυροσίνης (Tyr-192, Tyr-

166, Tyr-236 και Tyr-29, µε επικρατέστερες τις Tyr-192 και Tyr-166) είχαν υποστεί τις 

αλλαγές αυτές και εµφάνιζαν µειωµένη ικανότητα να επάγουν έξοδο χοληστερόλης µέσω 

του ABCA1, που σηµαίνει ότι αυτά τα αµινοξέα είναι σηµαντικά στη διαδικασία αυτή 
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(Zheng et al. 2005). Άλλοι ερευνητές ανέφεραν ότι απαιτείται ο συνδυασµός χλωρίωσης 

(chlorination) της Tυροσίνης-192 και οξείδωσης των αµινοξικών καταλοίπων 

µεθειονίνης για να χάσει η αποΑ-Ι την ικανότητά της να επάγει µεταφορά χοληστερόλης 

µέσω του ABCA1 (Shao et al. 2006). Αντίθετα, άλλοι υποστηρίζουν ότι τα συγκεκριµένα 

αµινοξικά κατάλοιπα τυροσίνης ήταν δείκτες της δράσης της µυελοπεροξειδάσης παρά 

συγκεκριµένοι στόχοι, µιας και πειράµατα µε µόρια αποΑ-Ι που δεν περιείχαν τυροσίνη, 

έδειξαν ότι η αποΑ-Ι υφίσταται τροποποίηση από µυελοπεροξειδάση σε κατάλοιπα 

τρυπτοφάνης και λυσίνης που οδηγούν σε µείωση της ικανότητάς της να επάγει έξοδο 

χοληστερόλης µέσω του ABCA1 (Peng et al. 2005). 

H εκτίµηση των επιπέδων αποΑ-Ι που φέρει τις µετατροπές των τυροσινών στο 

πλάσµα και στις αθηρωµατικές πλάκες (human atherosclerotic intima) έδειξε 6 φορές 

αύξηση της αποΑ-Ι στις πλάκες, ενώ παράλληλα οι νιτροτυροσίνες και η 

µυελοπερξειδάση συνεντοπίζονται (co-localize) στις περιοχές αυτές (Pennathur et al. 

2004). H HDL από ασθενείς µε στεφανιαία νόσο, περιείχε διπλάσια νιτροτυροσίνη από 

αυτή των φυσιολογικών ατόµων-ελέγχου (Pennathur et al. 2004).  

Φαίνεται λοιπόν ότι η HDL είναι προστατευτική, υπό φυσιολογικές συνθήκες, αλλά 

µπορεί να γίνει βλαβερή λόγω οξειδωτικών διαδικασίων υπό συνθήκες φλεγµονής όπως 

η αθηροσκλήρωση,. Η λειτουργικότητα της HDL και τα πλεονεκτήµατα που κάθε 

θεραπεία προσφέρει στους ασθενείς µπορεί να εξαρτάται περισσότερο από τους 

µοριακούς µηχανισµούς που οδηγούν στην αύξηση της HDL-χοληστερόλης παρά στο 

απόλυτο µέγεθος αυτής της αύξησης. 
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ΜΙΜΗΤΙΚΑ ΠΕΠΤΙ∆ΙΑ ΑΠΟΛΙΠΟΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 

Μια από τις προσπάθειες αντιµετώπισης και θεραπείας της αθηρωµάτωσης και µείωσης 

των λιπιδίων είναι και η χρήση των µιµητικών πεπτιδίων των απολιποπρωτεϊνών 

(mimetic peptides). Ο Navab και οι συνεργάτες του ανέφεραν ότι χορήγηση (oral 

administration) ενός µιµητικού πεπτιδίου της αποΑ-Ι, του D-4F, µείωσε την 

αθηροσκλήρωση σε ποντίκια, χωρίς να προκαλέσει αλλαγή στα επίπεδα της 

χοληστερόλης στο πλάσµα (Navab et al. 2003). Τα πεπτίδια που χρησιµοποιήσαν ήταν 

βασισµένα στην αλληλουχία «Ac-D-W-L-K-A-F-Y-D-K-V-A-E-K-L-K-E-A-F-NH2» 

(Ac-18A-NH2 or 2F). Πεπτίδια που αποτελούνται από L-αµινοξέα χαρακτηρίζονται µε 

«L» (π.χ. L-4F) και πεπτίδια που αποτελούνται απο D-αµινοξέα µε «D» (π.χ. D-4F) 

(Navab et al. 2002). 

Επίµυες µε έλλειψη αποΕ (αποΕ-/-), τα οποία ακόµα και σε δίαιτα χαµηλή σε λιπαρά 

εµφανίζουν υπερλιπιδαιµία και αθηρωµάτωση, βρέθηκαν να έχουν προ-φλεγµονώδη 

HDL η οποία µετατράπηκε σε αντι-φλεγµονώδη µετά την χορήγηση του D-4F. Και σε 

αυτή την περίπτωση, δεν παρατηρήθηκαν µεταβολές στα επίπεδα της HDL-

χοληστερόλης και της ολικής χοληστερόλης του πλάσµατος (Navab et al. 2003). 

Ο µηχανισµός δράσης του D-4F στα ποντίκια, φαίνεται να περιλαµβάνει το 

σχηµατισµό preβ-HDL, την βελτίωση της ικανότητας επαγωγής εξόδου χοληστερόλης 

µέσω της HDL και αύξηση της αντίστροφης µεταφοράς χοληστερόλης από µακροφάγα 

στο ήπαρ, in vivo (Navab et al. 2004).  

Τέλος, χορήγηση του πεπτιδίου D-4F (12.5 µg/ηµέρα) σε αποΕ-/- επίµυες σε 

συνδυασµό µε την στατίνη πραβαστατίνη (pravastatin) (50 µg/ηµέρα), για 17 εβδοµάδες, 
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µετέτρεψε την HDL σε προστατευτική και προκάλεσε ακόµα και υπαναχώρηση 

(regression) της αθηρωµάτωσης κατά 38% (Navab et al. 2005b).  

Εκτός του µιµητικού πεπτιδίου της αποΑ-Ι, έχει αναφερθεί και η χορήγηση µιµητικού 

πεπτιδίου που βασίζεται στην απολιποπρωτεΐνη J σε ποντίκια και πιθήκους, που 

µετέτρεψε την HDL σε προστατευτική µορφή ενώ µείωσε την αθηρωµάτωση σε επίµυες 

αποΕ-/- (Navab et al. 2005d). Ακόµα, πεπτίδια που είναι αρκετά µικρά για να 

σχηµατίσουν δοµές έλικας φαίνεται να έχουν το ίδιο αποτέλεσµα (Navab et al. 2005c). 

Ο κοινός τρόπος δράσης των πεπτιδίων αυτών θεωρείται ότι σχετίζεται µε την 

ικανότητά τους να αποµακρύνουν οξειδωµένα λιπίδια που αναστέλουν την δράση των 

αντιοξειδωτικών ενζύµων της HDL (Shah and Chyu 2005). Με την προστασία αυτή, η 

αποΑ-Ι δρα στο µέγιστο και επάγει την έξοδο χοληστερόλης, αυξάνοντας τα ποσά της 

preβ-HDL, ενώ ταυτόχρονα βελτιώνεται η ισορροπία µεταξύ φλεγµωνώδους και αντι-

φλεγµoνώδους HDL .  

 

ΥΠΟΠΛΗΘΥΣΜΟΙ ΤΗΣ HDL ΚΑΙ Η ΣΗΜΑΣΙΑ ΤΟΥΣ 

Όπως αναφέρθηκε νωρίτερα, η HDL βρίσκεται στο πλάσµα σε διάφορες µορφές µε 

βάση την περιεκτικότητά της σε πρωτεΐνες, φωσφολιπίδια, χοληστερόλη και 

τριγλυκερίδια. Έτσι, οι υποπληθυσµοί της HDL διαφέρουν, εκτός από την πυκνότητά και 

το µέγεθός τους (Πίνακας Ι), και ως προς το φορτίο τους. Η ανάλυση των σωµατιδίων 

της HDL του πλάσµατος σε µη-αποδιατακτικό πήκτωµα δύο διαστάσεων µπορεί να 

διαχωρίσει την HDL µε βάση το φορτίο και το µέγεθός της. Οι υποκατηγορίες αυτές 

χαρακτηρίζονται, στην πρώτη διάσταση, µε βάση την ηλεκτροφορητική τους 

κινητικότητα και σε σχέση µε την αλβουµίνη σε preβ- (µεταναστεύουν µε πιο αργό 

 46



 

ρυθµό), α- (µε παρόµοια κινητικότητα) και preα- (µε πιο γρήγορη κινητικότητα), ενώ στη 

δεύτερη διάσταση, µε βάση το φορτίο και το µέγεθός τους, οι κατηγοριές χωρίζονται σε 

preβ-1 και -2, και σε α1, α2, α3 και α4 (Eικόνα 12c). O Asztalos και οι συνεργάτες του, 

µελέτησαν τους πληθυσµούς των σωµατιδίων που σχηµατίζονται στο πλάσµα υγιών 

ανθρώπων και ασθενών µε στεφανιαία νόσο χρησιµοποιώντας ηλεκτροφόρηση δύο 

διαστάσεων (2D). Στους ασθενείς µε στεφανιαία νόσο τα βασικά συστατικά της HDL, η 

αποΑ-Ι και η HDL-χοληστερόλη, δεν διέφεραν σηµαντικά σε σχέση µε τα υγειή άτοµα. 

Είναι όµως ενιδαφέρον ότι, όπως αναφέρουν οι ερευνητές, η εικόνα των υποπληθυσµών 

της HDL που περιέχει αποΑ-Ι, διαφέρει σηµαντικά µεταξύ των δύο οµάδων µελέτης, και 

χαρακτηρίζεται από σηµαντική ανακατανοµή των HDL σωµατιδίων που περιέχουν 

αποΑ-Ι. Τα επίπεδα των υποπληθυσµών της α1-HDL καθώς και της pre-α-HDL ήταν 

σηµαντικά µειωµένα σε ασθενείς µε στεφανιαία νόσο, σε σχέση µε τα υγειή άτοµα, ενώ 

το ποσοστό των pre-β σωµατιδίων εµφανίστηκε αυξηµένο (Asztalos et al. 2000) (Εικόνα 

12a,b). Φαίνεται δηλαδή, ότι στα άτοµα αυτά η ωρίµανση των φτωχών σε λιπίδια pre-β1-

HDL σωµατιδίων σε µεγαλύτερα, δισκοειδή και σφαιρικά σωµατίδια της HDL είναι 

ελλατωµατική. Η ίδια οµάδα ερευνητών, σε µετα-ανάλυση των ευρηµάτων της κλινικής 

δοκιµής VA-HIT (Veterans Affairs HDL Intervention Trial), και χρησιµοποιώντας 

ανάλυση του πλάσµατος σε δύο διαστάσεις, κατέληξε στο συµπέρασµα ότι 

συγκεκριµένοι πληθυσµοί HDL, καθώς και η αναλογία α-/preβ- HDL σωµατιδίων, 

αποτελούν πιo ακριβείς δείκτες επανεµφάνισης στεφανιαίας νόσου από ότι τα απόλυτα 

επίπεδα HDL-χοληστερόλης. Συγκεκριµένα, υποστηρίζουν ότι σηµαντικότεροι δείκτες 

είναι οι πληθυσµοί των των α1- και α2-HDL σωµατιδίων, έλλειψη των οποίων 

παρατηρείται στους ασθενείς µε στεφανιαία νόσο (Asztalos et al. 2005). 
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Εικόνα 12a‐c. Ανάλυση της HDL ανθρώπινου πλάσματος που περιέχει 
αποΑ‐Ι,  σε  μη‐αποδιατακτικό  πήκτωμα  δύο  διαστάσεων,  με  βάση  το 
φορτίο  και  το  μέγεθος  των  σωματιδίων.  a)  δείγμα  από  φυσιολογικό 
άτομο  (control).  Το  ένθετο  σχήμα  στο  επάνω  μέρος  απεικονίζει  την 
ηλεκτροφόρηση  σε  πήκτωμα  αγαρόζης  (1η  διάσταση)  η  οποία 
διαχωρίζει  την  HDL  με  βάση  το  φορτίο  σε  preβ‐,  α‐  και  preα‐ 
ηλεκτροφορητικές κινητικότητες. Ο αστερίσκος (*) αντιπροσωπεύει την 
θέση  της  ανθρώπινη  αλβουμίνης  του  πλάσματος  (α‐κινητικότητα), b) 
δείγμα από ασθενή με στεφανιαία νόσο  (Asztalos et al. 2004; Zannis et 
al. 2006) c) σχηματική επεικόνιση των HDL σωματιδίων που περιέχουν 
αποΑ‐Ι. Βασισμένη, με μετατροπές, στους (Asztalos et al. 2004) . 
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ΦΥΣΙΚΕΣ MΕΤΑΛΛΑΞΕΙΣ ΤΗΣ ΑΠΟΑ-Ι 

Απουσία την αποΑ-Ι στον άνθρωπο είναι σπάνια και συνήθως συνοδεύεται από 

εκδήλωση πρώιµης αθηροσκλήρωσης, εµφάνιση ξανθωµάτωσης και βλάβες στον 

κερατοειδή χιτώνα (corneal clouding) (Matsunaga et al. 1991; Norum et al. 1982; 

Schaefer et al. 1985) . 

Έχουν περιγραφεί ποικίλες µεταλλάξεις της αποΑ-Ι στον άνθρωπο που προκαλούνται 

κυρίως από αντικαταστάσεις αµινοξέων. Γενικά, οι µεταλλάξεις της αποΑ-Ι χωρίζονται 

σε τρεις κατηγορίες. Αυτές που επηρεάζουν τα επίπεδα της HDL στους φορείς τους, 

αυτές που προκαλούν αµυλοείδωση (amyloidosis) και αυτές που δεν προκαλούν 

µεταβολές στην HDL (Sorci-Thomas and Thomas 2002).  

 

ΑποΑ-Ι και Αµυλοείδωση 

Η Κληρονοµική Αµυλοείδωση (αλλιώς γνωστή και ως οικογενής αµυλοειδική 

πολυνευροπάθεια, FAP: familial amyloidotic polyneuropathy,) είναι µια αυτοσωµική 

ασθένεια που χαρακτηρίζεται από εξωκυττάρια συσσώρευση αδιάλυτων ινιδίων 

αµυλοειδούς που οφείλεται σε απόθεση µεταλλαγµένων πρωτεϊνών ή τµηµάτων 

πρωτεϊνών που προέρχονται από πρωτεόλυση και προκαλούν νευροπάθεια ποικίλου 

βαθµού, νεφροπάθεια και καρδιοµυοπάθεια.. Τα ινίδια προοδευτικά συσσωρεύονται και 

προκαλούν δυσλειτουργία των οργάνων και µπορεί να οδηγήσει και σε θάνατο. Η 

µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-ΙIowa, βρέθηκε σε ασθενείς που πέθαναν από αµυλοείδωση η 

οποία χαρακτηρίστηκε από την συσσώρευση της αµινοτελικής περιοχής (1-83 αµινοξέα 

της αποΑ-ΙIowa) στα ινίδια του αµυλοειδούς. Η µετάλλαξη αυτή χαρακτηρίζεται απο 

αντικατάσταση της αργινίνης στη θέση 26 της αποΑ-Ι από το αµινοξύ γλυκίνη (Nichols 
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et al. 1988). Επτά ακόµα µεταλλάξεις της αποΑ-Ι έχουν αναφερθεί οι οποίες σχετίζονται 

µε αµυλοείδωση και χαµηλά επίπεδα HDL. Είναι χαρακτηριστικό ότι όλες αυτές οι 

µεταλλάξεις εντοπίζονται στο αµινοτελικό κοµµάτι της αποΑ-Ι (Sorci-Thomas and 

Thomas 2002). Μελέτες σε ετεροζυγώτες για τη µετάλλαξη αποΑ-ΙIowa δείχνουν ότι η 

µεταλλαγµένη πρωτεΐνη υπόκειται σε αυξηµένο καταβολισµό στο πλάσµα. Έχει προταθεί 

µετά την πρωτεόλυση της αποΑ-Ι, το αµινοτελικό κοµµάτι της πρωτεΐνης αποκτά µια 

ασταθή µορφή η οποία προκαλεί το σχηµατισµό των αµυλοειδών ινιδίων (Rader et al. 

1992).  

 

Μεταλλάξεις της ΑποΑ-Ι επηρεάζουν την ωρίµανση της HDL  

Οι µεταλλάξεις της αποΑ-Ι που επηρεάζουν τα επίπεδα της ΗDL είναι κυρίως σηµειακές 

µεταλλάξεις που εντοπίζονται στην περιοχή της έλικας 6 της αποΑ-Ι ή γύρω από αυτήν 

(Εικονα 13). Στους φορείς αυτών των µεταλλάξεων που συνήθως είναι ετεροζυγώτες, τα 

επίπεδα της HDL µειώνονται στο µισό του φυσιολογικού. In vitro µελέτες αυτών και 

άλλων µεταλλάξεων στην περιοχή της έλικας 6, δείχνουν σηµαντική µείωση της 

ικανότητας της αποΑ-Ι να ενεργοποιεί το ένζυµο LCAT. Συγκεκριµένες µεταλλαγµένες 

µορφές που µελετήθηκαν κατά την παρούσα διατριβή είναι οι εξής: 

 

 

Η αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa 

Η µετάλλαξη αυτή προκαλεί αντικατάσταση του υδρόφοβου αµινοξέος Λευκίνη (Leu) 

στη θέση 141 της αποΑ-Ι από το θετικά φορτισµένο αµινοξύ Αργινίνη (Arg). Η θέση του 

αµινοξέος αυτού το τοποθετεί στο τέλος της έλικας 5, µε βάση την δοµή που έχει 
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αποΑ-Ι µεταλλάξεις σχετιζόµενες µε αµυλοΰδωση και χαµηλά επίπεδα HDL

αποΑ-Ι µεταλλάξεις σχετιζόµενες µε µειωµένη ενεργοποίηση
LCAT ή/και χαµηλά επίπεδα HDL  

Εικόνα  13.  Σχηματική  απεικόνιση  των  φυσικά  απαντώμενων  μεταλλάξεων  στην  πρωτεϊνική 
αλληλουχία  της  αποΑ‐Ι  που  προκαλούν  παθολογικούς  φαινότυπους.  Τα  σκιασμένα  κουτία 
αντιπροσωπεύουν  τις  α‐έλικες  του  μορίου  όπως  αυτές  προβλέπονται  από  την  αλληλουχία  της 
αποΑ‐Ι. (Βασισμένο, με μετατροπές, στους (Sorci‐Thomas and Thomas 2002; Zannis et al. 2006). 
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προταθεί από την αλληλουχία της αποΑ-Ι (Borhani et al. 1997; Borhani et al. 1999), ή 

στην αλληλουχία σύνδεσης (θηλειά) µεταξύ των ελίκων C και D, σύµφωνα µε την 

κρυσταλλική δοµή όπως αυτή αναλύθηκε από τους Ajees et al. (Ajees et al. 2006) 

(Εικόνα 14). 

Ασθενείς που είναι σύνθετοι ετεροζυγώτες για ένα ελλειµµατικό (null) αλληλόµορφο 

της αποΑ-Ι ενώ το άλλο αλληλόµορφο φέρει το γονίδιο της αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa 

(αναφέρονται και ως ηµιζυγώτες) παρουσιάζουν έλλειψη HDL χοληστερόλης και 

δραµατική µείωση στην συγκέντρωση της αποΑ-Ι στον ορό του αίµατος. Στα άτοµα αυτά 

τα επίπεδα LDL χοληστερόλης εµφανίζονται αυξηµένα (Miccoli et al. 1996). 

Ετερεοζυγώτες µόνο για το αλληλόµορφο της αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa εµφανίζουν 

επίπεδα HDL χοληστερόλης και αποΑ-Ι στο 50% του φυσιολογικού (Miccoli et al. 1996; 

Pisciotta et al. 2003). Τρεις σύνθετοι ετεροζυγώτες για την αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa και 

ένας ετεροζυγώτης εµφάνιζαν στένωση των στεφανιαίων αγγείων. Όπως και σε ασθενείς 

µε ασθένεια Tangier και έλλειψη LCAT, οι σύνθετοι ετεροζυγώτες της αποΑ-

Ι(Leu141Arg)Pisa εµφανίζουν µεγαλύτερη συγκέντρωση της προαποΑ-Ι στο πλάσµα σε 

σχέση µε την ώριµη αποΑ-Ι γεγονός που ερµηνεύεται ως δείκτης υψηλού ρυθµού 

καταβολισµού της αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa που συµβάλει στην έλλειψη HDL (Miccoli et 

al. 1996).  

Επόµενες µελέτες έδειξαν ότι η ικανότητα του πλάσµατος από 4 σύνθετους 

ετεροζυγώτες της αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa να επάγει εστεροποίηση της χοληστερόλης 

τόσο σε εξωγενές υπόστρωµα (rHDL) όσο και σε ενδογενές (λιποπρωτεΐνες του 

πλάσµατος) εµφάνιζε σηµαντική µείωση (Miccoli et al. 1997). Η ανάλυση σε δύο 

διαστάσεις του πλάσµατος από σύνθετους ετεροζυγώτες έδειξε την παρουσία preβ-HDL 

και χαµηλές συγκεντρώσεις µικρών σωµατιδίων α-ηλεκτροφορητικής κινητικότητας 

(αντιστοιχούν στα α4-HDL σωµατίδια). Ανάλυση των preβ- σωµατιδίων από το πλάσµα 

ετεροζυγωτών έδειξε ότι τα σωµατίδια αυτά περιέχουν την αγρίου τύπου αποΑ-Ι και την 

µεταλλαγµένη µορφή σε παρόµοιες συγκεντρώσεις, ενώ η µεταλλαγµένη µορφή λείπει 

από µεγάλου µεγέθους σωµατίδια α-κινητικότητας (που αντιστοιχούν στα α1-HDL 

σωµατίδια). Έγιναν πειράµατα κατά τα οποία επώαση πλάσµατος από φυσιολογικά 
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* *L141R
(C‐D θηλειά
ή έλικα 5)

apoAapoA‐‐I(Leu141Arg)I(Leu141Arg)PisaPisa

Κλινική εικόνα των φορέων

Έλλειψη HDL σε ημιζυγώτες

Υπο‐α‐λιποπρωτεϊναιμία και
υποδιπλασιασμός της HDL‐χοληστερόλης
σε ετεροζυγώτες

Παρουσία της πρωτεΐνης σε pre‐β1 και σε
μικρού μεγέθους α‐σωματίδια

Πλάσμα από ημιζυγώτες παρουσιάζει
μειωμένη ικανότητα εστεροποίησης και
εξόδου χοληστερόλης (Miccoli et al., 1997)

Θετικά
φορτισμένο
αμινοξύ

Υδρόφοβο
αμινοξύ

A. B.

 

Εικόνα 14. Σχηματική απεικόνιση της μετάλλαξης αποΑ‐Ι(Leu141Arg)Pisa και 
περιγραφή της κλινικής εικόνας των ασθενών‐φορέων της μετάλλαξης. Α. Η 
αμινοξική αντικατάσταση, Β. Η θέση της μετάλλαξης στη δομή της αποΑ‐Ι 
όπως προβλέπεται από την (a) κρυσταλλογαφία ακτίνων Χ (Ajees et al. 2006) 
και (b) από την δευτεροταγή της δομή (Borhani et al. 1997; Borhani et al. 1999). 
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άτοµα είτε µε PBS (δείγµα αρνητικού ελέγχου) είτε µε πλάσµα ελλειµµατικό για την 

αποΑ-Ι (αποΑ-Ι-/-) φάνηκε να µειώνει τα preβ- και να αυξάνει τα α-HDL σωµατίδια. Το 

ίδιο πείραµα µε πλάσµα από ασθενείς µε Tangier disease έδειξε ότι το PBS δεν 

µεταβάλλει τα σωµατίδια αλλά επώαση µε αποΑ-Ι-/- πλάσµα µετατρέπει τα preβ- (που 

φέρουν αγρίου τύπου αποΑ-Ι) σωµατίδια σε α-HDL. Το ίδιο πείραµα µε πλάσµα από 

σύνθετους ετεροζυγώτες για την αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa έδειξε ότι τα preβ-σωµατίδια 

δεν µετατρέπονται σε α-σωµατίδια. Οι συγγραφείς συµπεραίνουν από τα παραπάνω ότι η 

µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, ενώ µπορεί και σχηµατίζει preβ-

σωµατίδια, εµποδίζει το σχηµατισµό ώριµων α-HDL σωµατιδίων (Miccoli et al. 1997). 

Ο Miccoli και οι συνεργάτες του, εξέτασαν, επίσης, την ικανότητα πλάσµατος από 

σύνθετους ετεροζυγώτες να επάγει την έξοδο χοληστερόλης από ινοβλάστες, την οποία 

υπολόγισαν σε 58% αυτής που επάγει πλάσµα από φυσιολογικά άτοµα, και έτσι 

υποστήριξαν ότι η µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa επηρεάζει την έξοδο 

χοληστερόλης (Miccoli et al. 1997).  

Είναι φανερό ότι είναι αναγκαία η µελέτη των αλληλεπιδράσεων της αποΑ-

Ι(Leu141Arg)Pisa µε τον ABCA1 και την LCAT in vitro και in vivo σε σύστηµα ελεύθερο 

από αγρίου τύπου αποΑ-Ι (π.χ. ποντίκια ελλειµµατικά για την αποΑ-Ι του ποντικού που 

να είναι οµόζυγα ως προς την αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa του ανθρώπου) ώστε να 

εξακριβωθεί σε ποιό στάδιο και µε ποιό τρόπο αυτή η µεταλλαγµένη µορφή επηρεάζει 

την βιογένεση της HDL, κάτι που είναι αντικείµενο της παρούσας διατριβής. 
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Η αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris 

Η µετάλλαξη αυτή προκαλεί αντικατάσταση του θετικά φορτισµένου αµινοξέος Αργινίνη 

(Arg) στην θέση 151 της αποΑ-Ι από το µικρού µεγέθους αµινοξύ Κυστεΐνη (Cys) το 

οποίο λόγω της οµάδας υδρόθειου (-SH) που περιέχει µπορεί να οδηγήσει στην 

δηµιουργία δισουλφιδικού δεσµού µεταξύ 2 µορίων αποΑ-Ι. Η θέση του αµινοξέος 

αυτού το τοποθετεί στην έλικα 6, µε βάση την δοµή που έχει προταθεί από την 

αλληλουχία της αποΑ-Ι (Borhani et al. 1997; Borhani et al. 1999), ή στην έλικα D, 

σύµφωνα µε την κρυσταλλική δοµή όπως αυτή αναλύθηκε από τους Ajees et al. (Ajees et 

al. 2006) (Εικόνα 15). 

Ετεροζυγώτες για την µετάλλαξη αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris εµφάνισαν 50% µειωµένη 

HDL χοληστερόλη και 65% µειωµένη αποΑ-Ι στο πλάσµα τους, σε σχέση µε 

φυσιολογικά άτοµα. Η δραστικότητα του πλάσµατος των φορέων της µετάλλαξης να 

επάγουν εστεροποίηση χοληστερόλης (δραστικότητα LCAT) σε ανασυνδυασµένης HDL 

(rHDL) βρέθηκε µειωµένη στο 16% των φυσιολογικών τιµών (Bruckert et al. 1997). Σε 

όλους τους ετεροζυγώτες η συγκέντρωση της HDL2 και HDL3 ήταν µειωµένη και το 

µεγαλύτερο µέρος της HLD-χοληστερόλης ήταν σε σωµατίδια που αντιστοιχούν στην 

HDL3. Επιπροσθέτως, τα HDL σωµατίδια είχαν περισσότερα φωσφολιπίδια αναλογικά 

µε την χοληστερόλη που περιείχαν. Οι φορείς της µεταλλαγµένης µορφής αποΑ-

Ι(Arg151Cys)Paris δεν παρουσίασαν συµπτώµατα στεφανιαίας νόσου (Bruckert et al. 

1997). 

Πειράµατα in vitro µε την πρωτεΐνη αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris έδειξαν ότι σχηµατίζει 

διµερή σε ποσοστό 40%, ενώ φαίνεται να διαλυτοποιεί µικυλία λιπιδίων DMPC. 
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R151C
(D‐έλικα ή
έλικα 6)

* *

αποαποAA‐‐I(Arg151Cys)I(Arg151Cys)ParisParis

Κλινική εικόνα φορέων

Ετερόζυγα άτομα εμφανίζουν μειωμένα
επίπεδαHDL και αποA‐I στο πλάσμα τους. 
Δεν εμφανίζουν καρδιαγγειακές παθήσεις. 

Η αποA‐I(Αrg151Cys)Paris εμφανίζει μειωμένη
ικανότητα ενεργοποίησης της LCAT αλλά
φυσιολογική ικανότητα επαγωγής εξόδου
χοληστερόλης (Daum et al. 1999)

Θετικά φορτισμένο, 
Υδρόφιλο αμινοξύ

Μικρού μεγέθους
αμινοξύ, μπορεί να

δημιουργεί
δισουλφιδικούς

δεσμούς

 

Εικόνα 15. Σχηματική απεικόνιση της μετάλλαξης αποΑ‐Ι(Αrg151Cys)Paris 
και  περιγραφή  της  κλινικής  εικόνας  των  ασθενών‐φορέων  της 
μετάλλαξης. Α. Η αμινοξική αντικατάσταση, Β. Η θέση της μετάλλαξης 
στη  δομή  της  αποΑ‐Ι  όπως  προβλέπεται  από  την  (a)  κρυσταλλογαφία 
ακτίνων  Χ  (Ajees  et  al.  2006)  και  (b)  από  την  δευτεροταγή  της  δομή 
(Borhani et al. 1997; Borhani et al. 1999). 
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(dimyristoylphosphatidylcholine) στον ίδιο βαθµό µε την αγρίου τύπου αποΑ-Ι (Daum et 

al. 1999a). Σε πειράµατα σχηµατισµού rHDL, η αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris σχηµάτισε τρεις 

πληθυσµούς σωµατιδίων µε µέση διάµετρο 9,3 nm, 10.6 nm και 12.1 nm, ενώ η αγρίου 

τύπου µορφή σχηµάτισε µόνο τα 9,3 nm διαµέτρου σωµατίδια (Daum et al. 1999a). Η 

ικανότητα της µεταλλαγµένης πρωτεΐνης να ενεργοποιήσει την δράση του ενζύµου 

LCAT µετρήθηκε και βρέθηκε µειωµένη κατά 60%, λόγω αυξηµένης, κατά 50%, Km. 

Η έξοδος χοληστερόλης που επάγει η µεταλλαγµένη πρωτεΐνη από µακροφάγα του 

ποντικού µετά από 18 ώρες επώασης βρέθηκε παρόµοια µε αυτή της αγρίου τύπου αποΑ-

Ι (Daum et al. 1999a), ενώ δεν βρέθηκαν διαφορές στην έξοδο χοληστερόλης από J774 

µακροφάγα κύτταρα ενεργοποιηµένα µε το ανάλογο cAMP που επάγει τον ABCA1 ή 

απουσία του αναλόγου cAMP (Bielicki and Oda 2002). Το cAMP επάγει την έκφραση 

του ABCA1.  

Είναι φανερό ότι είναι αναγκαία η µελέτη αυτής της µεταλλαγµένης µορφής in vivo, 

σε σύστηµα ελεύθερο από αγρίου τύπου αποΑ-Ι ώστε να εξακριβωθεί σε ποιό στάδιο και 

µε ποιό τρόπο η µετάλλαξη αυτή επηρεάζει τις ιδιότητες της αποΑ-Ι καθώς και την 

βιογένεση της HDL, κάτι που αποτελεί αντικείµενο της παρούσας διατριβής. 
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Η αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN 

Η µετάλλαξη αυτή προκαλεί αντικατάσταση του υδρόφοβου αµινοξέος Λευκίνη (Leu), 

στην θέση 151 της αποΑ-Ι, από το θετικά φορτισµένο αµινοξύ Αργινίνη (Arg). Η θέση 

του αµινοξέος αυτού το τοποθετεί στην έλικα 6, µε βάση την δοµή που έχει προταθεί από 

την αλληλουχία της αποΑ-Ι (Borhani et al. 1997; Borhani et al. 1999), ή στην έλικα D, 

σύµφωνα µε την κρυσταλλική δοµή όπως αυτή αναλύθηκε από τους Ajees et al. (Ajees et 

al. 2006) (Εικόνα 16). 

Ο Miettinen και οι συνεργάτες του, µελέτησαν εννέα µέλη µιας οικογένειας 18 

ατόµων, τα οποία ήταν ετεροζυγώτες για την µετάλλαξη αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN και 

βρήκαν ότι τα άτοµα αυτά εµφάνιζαν µειωµένα, κατά 80%, επίπεδα HDL-χοληστερόλης 

και µειωµένα κατά 75% επίπεδα αποΑ-Ι σε σχέση µε τα υπόλοιπα µέλη της οικογένειας 

που χρησιµοποιήθησαν ως δείγµατα ελέγχου (control) (Miettinen et al. 1997a). Η ισχυρή 

επίδραση που φαίνεται να έχει αυτή η µεταλλαγµένη µορφή της αποΑ-Ι στο φαινότυπο 

των ετεροζυγωτών υποδεικνύει ότι πρόκειται για µετάλλαξη µε επικρατή φαινότυπο στο 

µεταβολισµό της HDL στους φορείς της. Ανάλυση των λιποπρωτεϊνών µε βάση την 

πυκνότητα επίπλευσής τους µέσω υπερφυγοκέντρησης του πλάσµατος έδειξε ότι η HDL 

χοληστερόλη στο πλάσµα των ετεροζυγωτών κατανέµεται κυρίως στην περιοχή 

πυκνότητας της HDL3. Τα παραπάνω επιβεβαιώθηκαν και από ανάλυση του πλάσµατος 

σε µη αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης (native PAGE) που έδειξε ότι η αποΑ-

Ι(Leu159Arg)FIN ανιχνεύτεται σε σωµατίδια µεγέθους µεταξύ 7,8 µε 8,9 nm το οποίο 

αντιστοιχεί στο µέγεθος των HDL3 σωµατιδίων (Miettinen et al. 1997b). Τα επίπεδα των 

εστέρων χοληστερόλης του πλάσµατος και της HDL ήταν χαµηλότερα στους 
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L159R
(D έλικα ή
έλικα 6)

* *

αποΑαποΑ‐‐ΙΙ((Leu159Arg)Leu159Arg)FINFIN

Κλινική εικόνα φορέων

Επικρατής κληρονομική υπο‐α‐
λιποπρωτεϊναιμία

Παρουσία σωματιδίων τύπου HDL3 και
έλλειψη HDL2 στο πλάσμα. 

rHDL με την apoA‐IFIN  εμφανίζει μειωμένη
ικανότητα ενεργοποίησης της LCAT αλλά δεν
επηρεάζει την έξοδο χοληστερόλης (Miettinen
et al., 1997, McManus et al., 2001).

Υδρόφοβο
αμινοξύ

Θετικά φορτισμένο
αμινοξύ

 

Εικόνα  16.  Σχηματική  απεικόνιση  της  μετάλλαξης  αποΑ‐Ι(Leu159Arg)FIN 
και περιγραφή της κλινικής εικόνας των ασθενών‐φορέων της μετάλλαξης. 
Α. Η  αμινοξική  αντικατάσταση,  Β. Η  θέση  της  μετάλλαξης  στη  δομή  της 
αποΑ‐Ι όπως προβλέπεται από την (a) κρυσταλλογαφία ακτίνων Χ (Ajees et 
al. 2006) και (b) από την δευτεροταγή της δομή (Borhani et al. 1997; Borhani et 
al. 1999) 



 

ετεροζυγώτες σε σχέση µε τα δείγµατα ελέγχου (Miettinen et al. 1997a; Miettinen et al. 

1997b), γεγονός που υποδεικνύει µείωση του ρυθµού εστεροποίησης της χοληστερόλης. 

Ιn vitro πειράµατα έδειξαν µειωµένη ικανότητα εστεροποίησης χοληστερόλης από το 

πλάσµα των ετεροζυγωτών ενώ πειράµατα µε rHDL που περιέχει την αποΑ-

Ι(Leu159Arg)FIN έδειξαν 60% µείωση της ικανότητας της µεταλλαγµένης πρωτεΐνης να 

ενεργοποιήσει το ένζυµο LCAT (Miettinen et al. 1997b). Η αποσαφήνιση της επίδρασης 

της αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN στην ενεργοποίηση της LCAT απαιτεί συγκριτικά in vitro 

πειράµατα µε rHDL από φυσιολογική αποΑ-Ι και από αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN ως 

συµπαράγωντες (cofactors) της LCAT. 

Η ικανότητα της µεταλλαγµένης πρωτεΐνης αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN να επάγει την 

έξοδο χοληστερόλης από ινοβλάστες ανθρώπου δοκιµάστηκε από τους ίδιους ερευνητές 

µε τη χρήση HDL από πλάσµα αποµονωµένο από ετεροζυγώτες ασθενείς καθώς και µε 

rHDL που περιείχε πρωτεΐνη αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN. Και στις δύο δοκιµασίες η έξοδος 

χοληστερόλης ήταν παρόµοια µε αυτή που παρατηρήθηκε σε ανάλογα πειράµατα µε την 

αγρίου τύπου αποΑ-Ι (Miettinen et al. 1997b). Φαίνεται δηλαδή ότι η µεταλλαγµένη 

αυτή µορφή δεν επηρεάζει την έξοδο χοληστερόλης από τα κύτταρα. Είναι όµως 

αναγκαία η περαιτέρω µελέτη αυτής της µεταλλαγµένης µορφής της αποΑ-Ι σε σύστηµα 

ελεύθερο από αγρίου τύπου αποΑ-Ι, δεδοµένου ότι η παρουσία άλλων πρωτεϊνών 

ενδέχεται να επηρεάζουν την έξοδο χοληστερόλης από τα κύτταρα.  

Μελέτη του καταβολισµού της αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN στους ετεροζυγώτες έδειξαν 

ότι ήταν αυξηµένος, σε σχέση µε τον καταβολισµό της αποΑ-Ι στα άτοµα-ελέγχου. Το 

γεγονός αυτό µπορεί να εξηγεί την σηµαντική µείωση στα επίπεδα της HDL 

χοληστερόλης και της αποΑ-Ι στους φορείς της µετάλλαξης (Miettinen et al. 1997a; 
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Miettinen et al. 1997b). Αύξηση του καταβολισµού της αποΑ-Ι έχει παρατηρηθεί σε 

αρκετές κληρονοµικές ασθένειες όπως σε φορείς των µεταλλάξεων αποΑ-ΙMilano
 (Roma et 

al. 1993)και αποΑ-ΙIowa (Rader et al. 1992), σε ασθενείς Tangier (Schaefer et al. 1978) 

και σε καταστάσεις έλλειψης του ενζύµου LCAT (Gylling and Miettinen 1992).  

Οι φορείς της µετάλλαξης για την αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN που µελέτησαν οι 

Miettinen et al. δεν παρουσίασαν κλινικά σηµάδια στεφανιαίας νόσου παρά τα πολύ 

χαµηλά επίπεδα HDL-χοληστερόλης που είχαν. Ένα µόνο µέλος της οικογένειας είχε 

υποστεί εγχείρηση bypass σε ηλικία 60 ετών και δεν είχε άλλους παράγοντες κινδύνου 

εκτός της χαµηλής HDL λόγω της µετάλλαξης. Ο κίνδυνος όµως εκδήλωσης της 

ασθένειας δεν µπορεί να εκτιµηθεί λόγω του µικρού µεγέθους του δείγµατος (9 άτοµα) 

και του νεαρού της ηλικίας πέντε εκ των ατόµων αυτών (Miettinen et al. 1997b). 

Σε µεταγενέστερες µελέτες σε C57BL/6L και αποΑ-Ι-/- επίµυες χρησιµοποιήθηκε 

µεταφορά του γονιδίου της αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN µέσω αδενοϊών. Στα πειράµατα αυτά 

αναφέρθηκε ο σχηµατισµός µόνο µικρών σωµατιδίων HDL, µεγέθους 8-9 nm. Σε επίµυες 

που εξέφραζαν τόσο την αγρίου τύπου αποΑ-Ι όσο και την µεταλλαγµένη πρωτεΐνη 

αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, η τελευταία εντοπίστηκε κυρίως σε preβ-HDL σωµατίδια 

(McManus et al. 2001). Η έλλειψη µεγάλου µεγέθους σωµατιδίων HDL στα παραπάνω 

πειράµατα ακολουθεί το πρότυπο των ετεροζυγωτών-ασθενών που αναφέρθηκαν 

παραπάνω (Miettinen et al. 1997b). Ανάλυση σε µία διάσταση σε πήκτωµα αγαρόζης, 

έδειξε ότι η αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN εντοπίζεται κυρίως στα preβ1-HDL σωµατίδια.  

Οι συγγραφείς ανέφεραν την παρουσία προϊόντων αποικοδόµησης της πρωτεΐνης 

αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN στο πλάσµα τόσο των C57BL/6 όσο και των αποΑ-Ι-/- ποντικών. 

Παρουσιάστηκαν, επίσης, δεδοµένα που δείχνουν µείωση των επιπέδων έκκρισης της 
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πρωτεΐνης αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN από ηπατοκύτταρα ποντικού έπειτα από µεταφορά του 

γονίδιου µέσω αδενοϊών (McManus et al. 2001). Τα παραπάνω εξηγούν, σύµφωνα µε 

τους συγγραφείς, την µειωµένη συγκέντρωση της πρωτεΐνης αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN στο 

πλάσµα των ποντικών και των ετεροζυγωτών ασθενών. 

Η ικανότητα της αποΑ- Ι(Leu159Arg)FIN να ενεργοποιεί την LCAT εκτιµήθηκε µέσω 

πειραµάτων µε rHDL που περιείχε καθαρή πρωτεΐνη και βρέθηκε µειωµένη τόσο λόγω 

αύξησης της φαινοµενικής Km όσο και λόγο µείωσης της φαινοµενικής Vmax της 

αντίδρασης εστεροποίησης της χοληστερόλης (McManus et al. 2001).  

Τέλος, σε πειράµατα µε καθαρή ελεύθερη-λιπιδίων πρωτεΐνη αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN 

αλλά και µε rHDL που περιέχει την µεταλλαγµένη πρωτεΐνη δεν βρέθηκαν διαφορές 

στην ικανότητα της πρωτεΐνης να επάγει έξοδο χοληστερόλης από J774 µακροφάγα 

κύτταρα που είχαν ενεργοποιηθεί ή µη από cAMP, σε σχέση µε την WT αποΑ-Ι 

(McManus et al. 2001). Αυτό υποδεικνύει ότι αυτή η µεταλλαγµένη µορφή της αποΑ-Ι 

δεν επηρεάζει την αλληλεπίδραση της πρωτεΐνης µε τον µεταφορέα ABCA1 που 

αποτελεί το πρώτο βήµα στην λιπιδίωση της αποΑ-Ι και το σχηµατισµό της HDL. 

Στοιχεία για τους µηχανισµούς µε τους οποίους η αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN συµβάλλει 

στα χαµηλά επίπεδα HDL και τρόποι αποκατάστασης των φυσιολογικών επιπέδων HDL 

σε πειραµατόζωα αποτελούν τα ευρήµατα της παρούσας διατριβής.  
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Η αποΑ-Ι(Leu178Pro) 

Η µετάλλαξη αυτή προκαλεί αντικατάσταση του υδρόφοβου αµινοξέος Λευκίνη (Leu) 

από το µικρού µεγέθους αµινοξύ Προλίνη (Pro), στην θέση 178 της αποΑ-Ι. Η θέση του 

αµινοξέος αυτού το τοποθετεί στην έλικα 7, µε βάση την δοµή που έχει προταθεί από την 

αλληλουχία της αποΑ-Ι (Borhani et al. 1997; Borhani et al. 1999), και στην έλικα D, 

σύµφωνα µε την κρυσταλλική δοµή όπως αυτή αναλύθηκε από τους Ajees et al. (Ajees et 

al. 2006) (Εικόνα 17) 

Οι Hovingh et al. περιέγραψαν µια καινούρια µετάλλαξη της αποΑ-Ι (Hovingh et al. 

2004), την αποΑ-Ι(Leu178Pro), η οποία σχετίζεται  µε αυξηµένο κίνδυνο 

αθηροσκλήρωσης όπως εκτιµήθηκε από το αυξηµένο πάχος intimal-medial της 

καροτίδας (IMT: intimal-medial thickness) και την ελαττωµένη διαστολή λόγω ροής 

(FMD: flow-mediated dilation). Αρχικά βρήκαν έξι άτοµα, όλα από την ίδια γεωγραφική 

περιοχή της Ολλανδίας, µε µία σηµειακή µετάλλαξη που οδηγούσε στην αντικατάσταση 

της λευκίνης από την προλίνη στην θέση 178 της αποΑ-Ι. Τελικά αναγνώρισαν 6 

οικογένειες µε 54 ετεροζυγώτες για την µετάλλαξη και 147 µέλη ως άτοµα ελέγχου. 

Ανάλυση στο σύνολο αυτών των ατόµων έδειξε ότι η µετάλλαξη αυτή σχετίζεται µε 

µέση µείωση κατά 52% στα επίπεδα της αποΑ-Ι και κατά 62% στα επίπεδα της HDL (17 

αντί 47 mg/dl, αντιστοίχως). Η µέση FMD βρέθηκε σηµαντικά µειωµένη σε φορείς της 

µετάλλαξης για την αποΑ-Ι(Leu178Pro), ενώ η καροτιδική IMT ήταν αυξηµένη σε 

παρόµοιο βαθµό µε την αύξηση που παρουσιάζουν ασθενείς µε οικογενή 

υπερχοληστερολαιµία και υψηλά επίπεδα LDL-χοληστερόλης. Φορείς της µετάλλαξης 

για την αποΑ-Ι(Leu178Pro) παρουσίαζαν 24 φορές αυξηµένο κίνδυνο για στεφανιαία 

νόσο (Hovingh et al. 2004).  
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* *L178P
(D έλικα
ή έλικα 7)

αποαποAA‐‐I(Leu178Pro)I(Leu178Pro)

Κλινική εικόνα των φορέων

Μείωση της αποΑ‐Ι σε ετεροζυγώτες
κατά 50%, έλλειψης της αποΑ‐
Ι(Leu178Pro) από το πλάσμα τους.

Μείωση της HDL‐χοληστερόλης
κατά 62%

Δυσλειτουργία του ενδοθηλίου

24 φορές αυξημένο κίνδυνο
στεφανιαίας νόσου

Υδρόφοβο
αμινοξύ

A. B.

Μικρού
μεγέθους
αμινοξύ

 

Εικόνα 17. Σχηματική απεικόνιση της μετάλλαξης αποΑ‐Ι(Leu178Pro) και 
περιγραφή της κλινικής εικόνας των ασθενών‐φορέων της μετάλλαξης. Α. 
Η  αμινοξική  αντικατάσταση,  Β.  Η  θέση  της  μετάλλαξης  στη  δομή  της 
αποΑ‐Ι όπως προβλέπεται από την(a) κρυσταλλογαφία ακτίνων Χ (Ajees et 
al. 2006) και (b) από την δευτεροταγή της δομή (Borhani et al. 1997; Borhani 
et al. 1999). 
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Είναι φανερό ότι είναι αναγκαία η µελέτη των αλληλεπιδράσεων της αποΑ-

Ι(Leu178Pro) in vivo σε σύστηµα ελεύθερο από αγρίου τύπου αποΑ-Ι [π.χ. ποντίκια 

ελλειµµατικά για την αποΑ-Ι του ποντικού που να είναι οµόζυγα ως προς την αποΑ-

Ι(Leu178Pro) του ανθρώπου] ώστε να εξακριβωθεί σε ποιό στάδιο και µε ποιό τρόπο 

αυτή η µεταλλαγµένη µορφή επηρεάζει την βιογένεση της HDL, κάτι που είναι 

αντικείµενο της παρούσας διατριβής. 

 

 

 

Η αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo 

Η µετάλλαξη αυτή προκαλεί αντικατάσταση του θετικά φορτισµένου αµινοξέος Αργινίνη 

(Arg) από το υδρόφοβο αµινοξύ Λευκίνη (Leu), στην θέση 160 της αποΑ-Ι. Η θέση του 

αµινοξέος αυτού το τοποθετεί στην έλικα 6, µε βάση την δοµή που έχει προταθεί από την 

αλληλουχία της αποΑ-Ι (Borhani et al. 1997; Borhani et al. 1999) ή στην έλικα D, 

σύµφωνα µε την κρυσταλλική δοµή όπως αυτή αναλύθηκε από τους Ajees et al. (Ajees et 

al. 2006) (Εικόνα 18). 

Το 1997, ο Leren και οι συνεργάτες του µελέτησαν τέσσερα µέλη µιας οικογένειας 

οκτώ ατόµων τα οποία βρέθηκαν να είναι ετεροζυγώτες για την µετάλλαξη για την 

αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo. Οι φορείς της µετάλλαξης εµφάνιζαν 67% µειωµένα επίπεδα 

HDL-χοληστερόλης, 56% µειωµένα επίπεδα αποΑ-Ι και 70% µειωµένα επίπεδα αποΑ-ΙΙ, 

σε σχέση µε τα υπόλοιπα µέλη της οικογένειας (control) (Leren et al. 1997). Η ικανότητα 

του πλάσµατος να εστεροποιεί χοληστερόλη ήταν 30% µειωµένη στους ετεροζυγώτες 

(Leren et al. 1997) γεγονός που δείχνει µειωµένη ενεργότητα της LCAT. Ανάλυση του  

 65



* *R160L
(D έλικα
ή έλικα 6)

αποαποAA‐‐I(I(ΑΑrg160Leu)rg160Leu)OsloOslo

Κλινική εικόνα των φορέων

Έλλειψη ώριμης HDL και χαμηλά επίπεδα
HDL‐χοληστερόλης, σε ετεροζυγώτες

Ελλάτωση της ικανότητας ενεργοποίησης
της LCAT, μικρή επίδραση στην επαγωγή
εξόδου χοληστερόλης (Daum et al. 1999)

Δραματική μείωση της ενεργοποίησης της
LCAT, καμία δομική διαφορά από την
αγρίου τύπου αποΑ‐Ι σε in vitro μελέτες (Cho 
et al. 2001)

Θετικά
φορτισμένο
αμινοξύ

Υδρόφοβο
αμινοξύ

A. B.

 

Εικόνα  18. Σχηματική απεικόνιση  της  μετάλλαξης  αποΑ‐Ι(Arg160Leu)Oslo 
και  περιγραφή  της  κλινικής  εικόνας  των  ασθενών‐φορέων  της 
μετάλλαξης. Α. Η αμινοξική αντικατάσταση,  Β. Η  θέση  της μετάλλαξης 
στη  δομή  της  αποΑ‐Ι  όπως  προβλέπεται  από  την  (a)  κρυσταλλογαφία 
ακτίνων Χ (Ajees et al. 2006) και (b) από την δευτεροταγή της δομή (Borhani 
et al. 1997; Borhani et al. 1999). 
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πλάσµατος σε ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων έδειξε έλλειψη των α-κινητικότητας 

σωµατιδίων µεγάλου µεγέθους (Leren et al. 1997), που αντιστοιχούν στα σωµατίδια α1 

και α2 της HDL  

Οι Daum et al. µελέτησαν τις ιδιότητες της αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo, in vitro. Σε 

σύγκριση µε την αγρίου τύπου αποΑ-Ι, η ελεύθερη-λιπιδίων αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo 

ήταν εξίσου αποτελεσµατική στο να επάγει έξοδο χοληστερόλης από µακροφάγα 

κύτταρα του ποντικού (murine peritoneal macrophages) (Daum et al. 1999b).  

Σε πειράµατα-δοκιµές διαλυτοποίησης µικυλίων [dimyristoylphosphatidylcholine 

(DMPC)-solubilization assays], τα οποία µετράνε την ικανότητα αλληλεπίδρασης και 

δέσµευσης των πρωτεΐνών µε λιπίδια, η πρωτεΐνη αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo εµφάνισε 

µειωµένη δραστικότητα, σε σχέση µε την αγρίου τύπου αποΑ-Ι (Daum et al. 1999b). 

Άλλοι ερευνητές όµως παρουσίασαν δεδοµένα που δεν δείχνουν διαφορές µεταξύ των 

δύο µορφών (Cho et al. 2001). Επιπροσθέτως, η διπλή µεταλλαγµένη µορφή 

Arg153Gln/Arg160Gln της αποΑ-Ι µελετήθηκε από άλλους ερευνητές και δεν βρέθηκε 

επίδραση των µεταλλάξεων στην ικάνοτητα διαλυτοποίησης µικυλίων από την 

µεταλλαγµένη πρωτεΐνη (Roosbeek et al. 2001). 

Η ικανότητα σωµατιδίων rHDL µε την µεταλλαγµένη πρωτεΐνη να ενεργοποιούν το 

ένζυµο LCAT βρέθηκε µειωµένη κατά 29%, σε σύγκριση µε αυτή της αγρίου τύπου 

αποΑ-Ι (Daum et al. 1999b). Άλλοι ερευνητές αναφέρουν ότι η ικανότητα ενεργοποίησης 

της LCAT από την αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo ήταν µειωµένη στο 0.6% λόγω αύξησης κατά 

11 φορές της φαινοµενικής Km και µείωσης κατά 13 φορές της φαινοµενικής Vmax.  

Ανάλυση των φυσικοχηµικών ιδιοτήτων της αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo µέσω κυκλικού 

διχροϊσµού (circular dichroism) και φασµατοµετρίας φθορισµού (fluorescence 
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spectrometry) δεν ανίχνευσε αλλαγή στην περιεκτικότητα του µορίου σε α-έλικες (Cho et 

al. 2001), γεγονός που υποδεικνύει ότι η µετάλλαξη αυτή δεν επηρεάζει την δευτεροταγή 

δοµή της πρωτεΐνης. 

 

 

H τεχνητή µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Arg149Ala) 

Με σκοπό να µελετηθεί in vivo και σε λεπτοµέρεια η περιοχή 143-164 της αποΑ-Ι, 

κατασκευάστηκε και µελετήθηκε η µετάλλαξη που παράγει την τεχνητή (bioengineered) 

µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Arg149Ala). Πρόκειται για αντικατάσταση του θετικά 

φορτισµένου αµινοξέως αργινίνη (Αrg) στη θέση 149 από το µικρού µεγέθους αµινοξύ 

αλανίνη (Ala). Η θέση του αµινοξέος αυτού το τοποθετεί στην αρχή της έλικας 6, µε 

βάση την δοµή που έχει προταθεί από την αλληλουχία της αποΑ-Ι (Borhani et al. 1997; 

Borhani et al. 1999), ή της έλικας D, σύµφωνα µε την κρυσταλλική δοµή όπως αυτή 

αναλύθηκε από τους Ajees et al. (Εικόνα 19) (Ajees et al. 2006). 

Ο Roosbeek και οι συνεργάτες του, µελέτησαν συγκεκριµένα πολικά αµινοξέα στην 

αλληλουχία της αποΑ-Ι που φαίνονται να είναι συντηρηµένα µεταξύ των διαφόρων 

ειδών. Βρήκαν ότι η περιοχή των αµινοξέων 143-164 της αποΑ-Ι, περιέχει τρία ιδιαίτερα 

συντηρηµένα αµινοξέα αργινίνης, τα Arg149, Arg153, και Arg160, τα οποία 

σχηµατίζουν το µόνο σηµαντικό θετικό ηλεκτροστατικό δυναµικό στο µόριο της 

πρωτεΐνης. Μεταλλάξεις στα αµινοξέα αυτά δεν άλλαξαν την δοµή του µορίου, αλλά 

µείωσαν δραστικά την ικανότητα της µεταλλαγµένης πρωτεΐνης να ενεργοποιεί το 

ενζύµου LCAT, in vitro (Roosbeek et al. 2001). Η σηµαντική µείωση στην ενεργότητα 

των µεταλλαγµάτων αυτών προέρχεται από µείωση της µέγιστης φαινοµενικής 
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R149A
(D έλικα ή
έλικα 6)

**

ΤεχνητήΤεχνητή µετάλλαξηµετάλλαξη αποΑαποΑ--ΙΙ((Arg149AlaArg149Ala))

Θετικά
φορτισµένο
αµινοξύ

ΜΙκρού
µεγέθους
αµινοξύ

 

Εικόνα  19.  Σχηματική  απεικόνιση  της  τεχνητής  (bioengineered) 
μετάλλαξης αποΑ‐Ι(Arg149Ala). Α. Η αμινοξική αντικατάσταση, Β. Η θέση 
της  μετάλλαξης  στη  δομή  της  αποΑ‐Ι  όπως  προβλέπεται  από  την  (a) 
κρυσταλλογαφία ακτίνων Χ (Ajees et al. 2006) και (b) από την δευτεροταγή 
της δομή (Borhani et al. 1997; Borhani et al. 1999). 
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ταχύτητας της αντίδρασης (Vmaxapp) της αποΑ-Ι µε την LCAT, ενώ η φαινοµενική 

σταθερά συνάφειας (Kmapp) παρέµεινε ίδια µε αυτή του αγρίου τύπου αποΑ-Ι.  

Οι Jonas et al. πρότειναν ότι η LCAT συνδέεται µε την επάνω επιφάνεια του 

δισκοειδούς σωµατιδίου της HDL και ότι η αλληλεπίδραση αυτή περιλαµβάνει 

υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις µε λιπίδια και/ή πολικές αλληλεπιδράσεις της πρωτεΐνης 

LCAT µε την αποΑ-Ι (Jonas 1998). Συγκεκριµένες αλληλεπιδράσεις µεταξύ της LCAT 

και της αποΑ-Ι µπορεί να προκαλούν δοµικές αλλαγές στην LCAT, οι οποίες είναι 

αναγκαίες για την πλήρη ενεργοποίηση της δράσης της. Τέτοιου είδους αλληλεπιδράσεις 

µπορεί να είναι ηλεκτροστατικές δεδοµένου ότι και η δράση της LCAT επηρεάζεται από 

αυξάνοµενες συγκεντρώσεις άλατος (Jonas et al. 1986). Σε αυτή την περίπτωση, 

προτείνεται ότι, τα αµινοξέα αργινίνης στις θέσεις 149, 153 και 160 της αποΑ-Ι µπορεί 

να σχηµατίζουν δεσµούς άλατος µε αρνητικά φορτισµένα αµινοξέα της LCAT, ή 

υδρογονικούς δεσµούς µε άλλα πολικά κατάλοιπα του ενζύµου (Roosbeek et al. 2001). 

Τα αµινοξέα Arg149, Arg153, και Arg160 της αποΑ-Ι βρίσκονται στο όριο της 

υδρόφοβης/υδρόφιλης επιφάνειας της αµφιπαθικής έλικας της αποΑ-Ι (Eικόνα 20), που 

τοποθετεί τις πλάγιες οµάδες τους στην σωστή θέση για να αλληλεπιδράσουν µε µόρια 

της LCAT προσδεδεµένα στην επιφάνεια του δισκοειδούς σωµατιδίου (Roosbeek et al. 

2001). 

Τα ευρήµατα αυτά συνηγορούν στο ότι τα αµινοξέα αυτά συµµετέχουν στην 

ενεργοποίηση της LCAT από την αποΑ-Ι και επίσης υποστηρίζουν το µοντέλο «ζώνης» 

(belt model) για την δισκοειδή HDL µιας και κατά το µοντέλο αυτό τα αµινοξέα αυτά 

δεν συµµετέχουν στο σχηµατισµό δεσµών άλατος µε το αντι-παράλληλο µόριο αποΑ-Ι 

αλλά «βλέπουν» προς την εξωτερική επιφάνεια του δίσκου, επιτρέποντας πιθανές
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Εικόνα  20.  Σχηματική  απεικόνιση  της  έλικας  6  (αμινοξέα  143–164)  της 
αποΑ‐Ι,  μαζί  με  την  συμπληρωματική  έλικα  (αμινοξέα  99‐120)  του 
αντιπαράλληλου μορίου αποΑ‐Ι, σε ένα διμερές της ελλειματικής μορφής 
Δ(1‐43)  της  αποΑ‐Ι.  (A)  σε  παράλληλη  διάταξη  και  (B)  σε  κάθετη  όψη 
κατά τον άξονα της έλικας (Roosbeek et al. 2001). 
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αλληλεπιδράσεις µε την LCAT (Roosbeek et al. 2001).  

Μελέτες σε µοντέλα ζώων µε µεταλλάξεις της αποΑ-Ι στα αµινοξέα αργινίνη 160 και 

ιστιδίνη 162 έδειξε ότι αυτές οι µεταλλαγµένες µορφές προκαλούν δραµατική µείωση 

στα επίπεδα της HDL και της αποΑ-Ι στο πλάσµα, ενώ δεν επιτρέπουν το σχηµατισµό 

σφαιρικών σωµατιδίων HDL, αλλά συσσώρευση δισκοειδών σωµατιδίων, µια εικόνα 

παρόµοια µε αυτή ασθενών µε έλλειψη του ενζύµου LCAT. Συν-έκφραση των 

µεταλλάξεων µε υπερέκφραση του ενζύµου LCAT του ανθρώπου, αποκατέστησε τον 

φαινότυπο και επέτρεψε το σχηµατισµό σφαιρικών σωµατιδίων στο πλάσµα (Chroni et 

al. 2005a). Επίσης, άλλες µελέτες χρησιµοποιώντας ελλειµατικές µορφές της αποΑ-Ι 

στην περιοχή της έλικας 6, έχουν δείξει τον σηµαντικό ρόλο της περιοχής αυτής στην 

ενεργοποίηση του ενζύµου LCAT από την αποΑ-Ι (McManus et al. 2000).  
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ΥΥΛΛΙΙΚΚΑΑ  

 

Τα ένζυµα περιορισµού (ενδονουκλεάσες), τα ρυθµιστικά τους διαλύµατα και οι DNA 

πολυµεράσες που χρησιµοποιήθηκαν στην κατασκευή των πλασµιδίων, αγοράστηκαν 

από την New England Biolabs. Τα δεoξυνουκλεοτίδια (dNTPs) που χρησιµοποιήθηκαν 

στις αλυσιδωτές αντιδράσεις πολυµεράσης (PCR) αγοράστηκαν από την Promega, ενώ 

τα ολιγονουκλεοτίδια κατασκευάστηκαν από την Invitrogen. Για την κλωνοποίηση των 

µεταλλαγµένων µορφών της αποΑ-Ι χρησιµοποιήθηκε ο πλασµιδιακός φορέας 

pcDNA3.1 της Invitrogen. Ο δείκτης µοριακού βάρους “1 kb DNA Ladder” για DNA 

αγοράστηκε από την New England Biolabs. Το θρεπτικά υλικό κατά Luria Bertani (LB) 

µε ή χωρίς άγαρ που χρησιµοποιήθηκε για τις υγρές και στερεές καλλιέργειες βακτηρίων, 

αντίστοιχα, αγοράστηκε από την American Bioanalytical. Η αγαρόζη (Ultrapure 

Agarose®) αγοράστηκε από την Invitrogen, ενώ χρησιµοποιήθηκαν και διάφορα χηµικά 

των εταιρειών Fisher Scientific και Sigma. Για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε 

µεγάλη κλίµακα από βακτηριακή καλλιέργεια, χρησιµοποιήθηκε το High Purity Plasmid 

Maxiprep System της Marligen Biosciences, Inc.. Για την αποµόνωση και καθαρισµό 

τµηµάτων DNA µεγέθους έως 10kb από πήκτωµα αγαρόζης χρησιµοποιήθηκε το Rapid 

Gel Extraction System της Marligen Bioschiences, Inc., ενώ για µεγαλύτερου µεγέθους 

πλασµιδιακό DNA χρησιµοποιήθηκε το QIAEX II Gel Extraction kit της Qiagen. Οι 

µεµβράνες νιτροκυτταρίνης Ηybond αγοράστηκαν από την εταιρεία Amersham 

Biosciences, ενώ µεµβράνες πολυαµιδίου (naylon) Immobilon™-P PVDF (polyvinylidene 

fluoride) αγοράστηκαν από την Millipore. Για την ανίχνευση πρωτεϊνών κατά Western, 

χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας (ECL) της εταιρείας 
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Amersham Pharmacia Biotech και το SuperSignal® West Pico της Pierce. Τα υλικά που 

χρησιµοποιήθηκαν στις καλλιέργειες κυτταρικών σειρών και συγκεκριµένα τα θρεπτικά 

υλικά Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM) και Leibovitz’s L-15 Medium (L-

15), το ρυθµιστικό διάλυµα Phosphate Buffered Saline (PBS), το ένζυµο Trypsin-EDTA 

καθώς και τα αντιβιοτικά Πενικιλίνη-Στρεπτοµυκίνη αγοράστηκαν από την Cellgrο, ενώ 

ο ορός Fetal Bovine Serum (FBS) από την Biomeda. Τα πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης µε 

κλίση συγκέντρωσης 4-20% Tris-HCl, IPG COMB αγοράστηκαν από την BIO-RAD. Για 

την ραδιενεργό επισήµανση των ανιχνευτών (probes) χρησιµοποιήθηκε το Rediprime II 

Random Prime Labelling System και τα ραδιενεργά νουκλεοτίδια Redivue [32P]dCTP της 

Amersham Biosciences. Η στήλη µοριακής διήθησης Superose 6 PC 3.2/30 και οι στήλες 

ιοντοανταλλαγής “HiTrap Q FF” αγοράστηκαν από την General Electric. Salmon sperm 

DNA (10mg/ml) και 50X Denhardt's Solution αγοράστηκαν από την Invitrogen. Για τις 

αναλύσεις Northern και Western χρησιµοποιήθηκαν films BioMax MS της KODAK. Τα 

υπόλοιπα χηµικά που χρησιµοποιήθηκαν προέρχονται από κοινές εµπορικές πηγές στη 

µεγαλύτερη δυνατή καθαρότητα. 

  

  

ΠΠΕΕΙΙΡΡΑΑΜΜΑΑΤΤΙΙΚΚΕΕΣΣ  ΜΜΕΕΘΘΟΟ∆∆ΟΟΙΙ  

  

Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωµα αγαρόζης (agarose gel)  

Για τις ηλεκτροφορήσεις νουκλεϊκών οξέων χρησιµοποιήθηκαν πηκτώµατα αγαρόζης 

1% έως 0.5% (παρασκευαστικό gel). Η διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι η εξής : Σε 

κωνική φιάλη των 200 ml φέρονται 120ml TAE 1x (50x TAE: 2M Tris-HCl pH 7.5, 
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2mM EDTA, οξικό οξύ για ρύθµιση του pH) και 1 gr αγαρόζης. Το µείγµα θερµαίνεται 

µέχρι βρασµού και µέχρι να διαλυθεί η αγαρόζη. Όταν η θερµοκρασία του υποχωρήσει 

στους 50ºC προστίθενται 7.5 µl βρωµιούχου αιθιδίου (10 mg/ml) και το µείγµα εκχύνεται 

σε κατάλληλο εκµαγείο, ενώ τοποθετούνται και τα εκµαγεία των πηγαδιών φόρτωσης 

των δειγµάτων. Αφού το πήκτωµα στερεοποιηθεί, φέρεται σε συσκευή ηλεκτροφόρησης 

που περιέχει 1x TAE ως ρυθµιστικό διάλυµα-φορέα της ηλεκτροφόρησης. Συνήθως η 

ηλεκτροφόρηση γίνεται στα 80 Volt (V), ενώ για την αποµόνωση τµήµατος DNA από 

παρασκευαστικό πήκτωµα γίνεται στα 50 V µέχρι επαρκούς ανάλυσης των δειγµάτων. 

 

Αντίδραση µε ένζυµα περιορισµού (πέψη)  

Τα πλασµίδια και τα προϊόντα των PCRs που χρησιµοποιήθηκαν για κλωνοποιήσεις, 

επωάστηκαν µε ενδονουκλεάσες (ένζυµα περιορισµού) σύµφωνα µε τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Επί το πλείστον, οι επωάσεις έγιναν µε 15 µg νουκλεϊκών οξέων, στους 

37ºC, για 2.5 ώρες.   

 

Αντίδραση σύνδεσης (ligation reaction)  

Οι αντιδράσεις σύνδεσης DNA έγιναν σε θερµοκρασία 16ºC, για 16 ώρες, σε τελικό όγκο 

10 µl ή 20 µl. Η ποσότητα DNA κυµαινόταν συνολικά στα 200 ng. Το µείγµα της 

αντίδρασης περιείχε το DNA του πλασµιδιακού φορέα και του ενθέµατος, ένζυµο Τ4 

DNA ligase και το αντίστοιχο ρυθµιστικό διάλυµα της κατασκευάστριας εταιρίας 

(Invitrogen). 
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Μετασχηµατισµός (transformation) βακτηριακών κυττάρων E.coli DH5a  

Σε βακτηριολογικό σωλήνα φέρονται 100 µl βακτηριακών κυττάρων DH5α (competent 

cells, κύτταρα ικανά να µετασχηµατιστούν) και ποσότητα 10 µl της αντίδρασης 

σύνδεσης ή 20-100 ng του πλασµιδίου που θέλουµε να πολλαπλασιάσουµε. Το µείγµα 

αφήνεται στον πάγο για 30 min. Κατόπιν, υφίσταται θερµικό shock στους 420C για 45 

δευτερόλεπτα. Στη συνέχεια, στο µείγµα προστίθενται 500-900 µl θρεπτικού LB και 

επωάζεται η καλλιέργεια υπό ανάδευση στους 37ºC για 1-2 ώρες. 100 µl καλλιέργειας 

απλώνονται µε τη βοήθεια αποστειρωµένης γυάλινης ράβδου σε τρυβλίο στερεού 

θρεπτικού µέσου (LB-αγαρ) που φέρει το κατάλληλο αντιβιοτικό. Ακολουθεί επώαση 

στους 370C για 16-18 ώρες. 

 

Κυτταροκαλλιέργειες 

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν οι κυτταρικές σειρές ΗΤΒ-13 (SW1783, 

αστροκύτταρα ανθρώπου), 911 (human embryonic retinoblasts), και ΗΕΚ-293 (human 

embryonic kidney). Επίσης, χρησιµοποιήθηκαν τα µακροφάγα κύτταρα ποντικού J774. 

Οι καλλιέργειες πραγµατοποιήθηκαν σε φλάσκες 75 ή 175 cm2 και σε τρυβλία 6-well, 

και p-100 (διαµέτρου 6 και 100 mm, αντίστοιχα), σε επωαστήρα θερµοκρασίας 370C και 

σε συνθήκες 5% CO2. Αποθέµατα καλλιεργειών (stocks) φυλάσσονται σε 

υπερκαταψύκτη στους -800C σε θρεπτικό µέσο DMEM (ή Leibovitz’s L-15) µε 10% FBS 

και 10% DMSO. Τα κυτταρικά δείγµατα εµβαπτίζονται σε υδατόλουτρο 37 ºC ώστε να 

ξεπαγώσουν και µεταφέρονται σε φλάσκες µε πλήρες θρεπτικό µέσο, το οποίο 

ανανεώνεται την επόµενη µέρα. Το θρεπτικό µέσο στις φλάσκες ανανεώνεται κάθε 72 

ώρες. Τα κύτταρα αραιώνονται (split) όταν σχηµατίσουν πλήρη (confluent) µονοστιβάδα, 
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µε χρήση διαλύµατος τρυψίνης (trypsin-EDTA), και στην επιθυµητή συγκέντρωση µε 

προσθήκη πλήρους θρεπτικού µέσου DMEM (ή Leibovitz’s L-15) συµπληρωµένο µε 

10% FBS και 1% αντιβιοτικών (συνήθης τελική αραίωση στις φλάσκες 1:10). 

 

Ανάλυση πρωτεϊνών µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης παρουσία SDS 

(SDS-PAGE: SDS-polyacrylamide gel electrophoresis)  

Σε κάθε δείγµα προστίθεται κατάλληλη ποσότητα από το 4Χ SDS Loading Buffer [2.5 

ml 1M Tris-HCl pH 8, 1.6 ml β-mercaptoethanol, 8 ml 20% SDS, 4 ml glycerol, 8 mg 

bromophenol blue]. Χρησιµοποιήθηκαν πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης 14% για το 

πήκτωµα διαχωρισµού (Running gel) [2.2 ml ddH2O, 3.5 ml 30% bis-acrylamide, 1.8 ml 

running buffer (Tris-HCl 1.5 M, SDS 0.4%, pH 8.8), 37 µl 10% υπερθειϊκό αµµώνιο 

(APS), 5 µl TEMED]  και 4% για το πήκτωµα πακεταρίσµατος (Stacking gel) [1,8 ml 

ddH2O, 0.45 ml 30% acrylamide, 0.75 ml stacking buffer (0.5 M Tris-HCl, 0.4% SDS, 

pH 6.8), 30 µl 10% APS, 3 µl TEMED]. Οι ηλεκτροφορήσεις έγιναν σε 500 ml 

διαλύµατος 1x TGS [1L 10x TGS : 30.2 gr Tris-HCl, 144 gr Glycine, 10 gr SDS, pH 

8.3], στα 120 V και µε χρήση της συσκευής Bio-Rad Protean electroblot. 

Χρώση (staining) και σταθεροποίηση (fixing) των πρωτεϊνών επιτεύχθηκε µε επώαση 

των πηκτωµάτων σε διάλυµα χρώσης [2.5 g Coomassie Brilliant Blue R, 50% µεθανόλης 

και 10% οξικού οξέος] για 30 λεπτά, ακολουθούµενη από επώαση σε διάλυµα έκπλυσης 

[50% µεθανόλης, 10% οξικού οξέος] για άλλα 20 λεπτά και για όσο χρειάστηκε µέχρι 

ικανοποιητικής εικόνας χρώσης των πρωτεϊνικών ζωνών. 

Τα πηκτώµατα υπέστησαν ξήρανση σε συσκευή ξήρανσης, υπό κενό, στους 80ºC για 

1 ώρα. 
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Ανάλυση πρωτεϊνικής έκφρασης κατά Western  

Οι πρωτεΐνες µεταφέρονται από πήκτωµα πολυακρυλαµίδης και έπειτα από SDS-PAGE 

ανάλυση, σε naylon µεµβράνες PVDF. Τα πηκτώµατα χρησιµοποιούνται µετά την 

ηλεκτροφόρηση και χωρίς να ακολουθήσει χρώση. Πριν την µεταφορά οι µεµβράνες 

επωάζονται µε τη σειρά σε µεθανόλη, νερό και τέλος σε διάλυµα µεταφοράς (transfer 

buffer) [700 ml H2O, 100 ml 10x TGS και 200 ml µεθανόλης], σύµφωνα µε τις οδηγίες 

του κατασκευαστή. 

Η µεταφορά έγινε σε συσκευή Bio-Rad Protean electroblot σε 1 L διαλύµατος 

µεταφοράς (Transfer Buffer) µε ηλεκτροφόρηση στα 40 V, στους 4ºC για 16 ώρες. 

Μετά την περάτωση της µεταφοράς των πρωτεϊνών, η µεµβράνες εκπλένονται σε 

µεθανόλη. Μια πρώτη εικόνα των πρωτεϊνών φαίνεται µε χρώση της µεµβράνης µε 

χρωστική Poinceau, έκπλυση µε διάλυµα TBS-T [1x TBS, 0.05% Tween-20], [1L 10x 

TBS: 90 gr NaCl, 0.5Μ Tris-HCl, pH 7.3] για 10 λεπτά, σε θερµοκρασία δωµατίου.  

Μετά την χρώση, ακολουθεί έκπλυση των µεµβρανών µε διάλυµα blocking buffer 

[1x TBS-T, 5% ηµιαποβουτηρωµένο γάλα] 3 φορές επί 10 λεπτά, σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Στη συνέχεια, οι µεµβράνες επωάζονται για 1 ώρα στους 37ºC µε blocking 

buffer στο οποίο έχει αραιωθεί το πρωτεύον αντίσωµα, που ανιχνεύει τον επιθυµητό 

επίτοπο ή πρωτεΐνη, σε αραίωση συνήθως 1:2000. Ακολούθως, οι µεµβράνες 

εκπλένονται για 3 φορές επί 10 λεπτά µε διάλυµα TBS-T, σε θερµοκρασία δωµατίου. Η 

επώαση των µεµβρανών µε κατάλληλο, σε αραίωση συνήθως 1:4000, δευτερεύον 

αντίσωµα το οποίο αναγνωρίζει το πρώτο αντίσωµα και φέρει συνδεδεµένο το ένζυµο 

horse radish peroxidase (HRP), γίνεται για 1 ώρα, στους 37ºC. Κατόπιν γίνονται 3 

εκπλύσεις των 10 λεπτών η κάθε µία µε TBS-T, και µία έκπλυση µε 1x TBS για 5 λεπτά, 
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σε θερµοκρασία δωµατίου. Η ανίχνευση των πρωτεϊνών γίνεται χρησιµοποιώντας το 

σύστηµα ενισχυµένης χηµειοφωταύγειας (ECL) και εκθέτοντας τις µεµβράνες φιλµ για 

διάφορα χρονικά διαστήµατα (συνήθως 30 sec µε 2 min ήταν αρκετά).  

 

∆ηµιουργία του πλασµιδίου “pCDNA3.1-apoAIg-∆BglII”  

Χρησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο “pUC19-apoAIg” (Roghani and Zannis 1988) που φέρει 

την γενωµική αλληλουχία της αγρίου τύπου (WT) αποΑ-Ι, µεγέθους 2.2 kb. H γενωµική 

αλληλουχία της αποΑ-Ι που φέρει το πλασµίδιο “pUC19-apoAIg”, είναι η ακόλουθη και 

βρίσκεται µεταξύ αλληλουχιών αναγνώρισης του περιοριστικού ενζύµου PstI που 

φαίνονται υπογραµµισµένες: 

 

1      CTGCAGACAT AAATAGGCCC TGCAAGAGCT GGCTGCTTAG AGACTGCGAG AAGGAGGTGC 

61     GTCCTGCTGC CTGCCCCGGT CACTCTGGCT CCCCAGCTCA AGGTTCAGGC CTTGCCCCAG 

121    GCCGGGCCTC TGGGTACCTG AGGTCTTCTC CCGCTCTGTG CCCTTCTCCT CACCTGGCTG 

181    CAATGAGTGG GGGAGCACGG GGCTTCTGCA TGCTGAAGGC ACCCCACTCA GCCAGGCCCT 

241    TCTTCTCCTC CAGGTCCCCC ACGGCCCTTC AGGATGAAAG CTGCGGTGCT GACCTTGGCC 

301    GTGCTCTTCC TGACGGGTAG GTGTCCCCTA ACCTAGGGAG CCAACCATCG GGGGGCTTTC 

361    TCCCTAAATC CCCGTGGCCC ACCCTCCTGG GCAGAGGCAG CAGGTTTCTC ACTGGCCCCC 

421    TCTCCCCCAC CTCCAAGCTT GGCCTTTCGG CTCAGATCTC AGCCCACAGC TGGCCTGATC 

481    TGGGTCTCCC CTCCCACCCT CAGGGAGCCA GGCTCGGCAT TTCTGGCAGC AAGATGAACC 

541    CCCCCAGAGC CCCTGGGATC GAGTGAAGGA CCTGGCCACT GTGTACGTGG ATGTGCTCAA 

601    AGACAGCGGC AGAGACTATG TGTCCCAGTT TGAAGGCTCC GCCTTGGGAA AACAGCTAAA 

661    GTAAGGACCC AGCCTGGGGT TGAGGGCAGG GGCAGGGGGC AGAGGCCTGT GGGATGATGT 

721    TGAAGCCAGA CTGGCCGAGT CCTCACCTAA TATCTGATGA GCTGGGCCCC ACAGATGGTC 

781    TGGATGGAGA AACCGGAATG GGATCTCCAG GCAGGGTCAC AGCCCATGTC CCCTGCAAAG 

841    GACAGACCAG GGCTGCCCGA TGCGTGATCA CAGAGCCACA TTGTGCCTGC AAGTGTAGCA 

901    AGCCCCTTTC CCTTCTTCAC CACCTCCTCT GCTCCTGCCC AGCAAGACTG TGGGCTGTCT 

961    TCGGAGAGGA GAATGCGCTG GAGGCATAGA AGCGAGGTCC TTCAAGGGCC CACTTTGGAG 

1021   ACCAACGTAA CTGGGCACTA GTCCCAGCTC TGTCTCCTTT TTAGCTCCTC TCTGTGCCTC 
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1081   GGTCCAGCTG CACAACGGGG CATGGCCTGG CGGGGCAGGG GTGTTGGTTG AGAGTGTACT 

1141   GGAAATGCTA GGCCACTGCA CCTCCGCGGA CAGGTGTCAC CCAGGGCTCA CCCCTGATAG 

1201   GCTGGGGCGC TGGGAGGCCA GCCCTCAACC CTTCTGTCTC ACCCTCCAGC CTAAAGCTCC 

1261   TTGACAACTG GGACAGCGTG ACCTCCACCT TCAGCAAGCT GCGCGAACAG CTCGGCCCTG 

1321   TGACCCAGGA GTTCTGGGAT AACCTGGAAA AGGAGACAGA GGGCCTGAGG CAGGAGATGA 

1381   GCAAGGATCT GGAGGAGGTG AAGGCCAAGG TGCAGCCCTA CCTGGACGAC TTCCAGAAGA 

1441   AGTGGCAGGA GGAGATGGAG CTCTACCGCC AGAAGGTGGA GCCGCTGCGC GCAGAGCTCC 

1501   AAGAGGGCGC GCGCCAGAAG CTGCACGAGC TGCAAGAGAA GCTGAGCCCA CTGGGCGAGG 

1561   AGATGCGCGA CCGCGCGCGC GCCCATGTGG ACGCGCTGCG CACGCATCTG GCCCCCTACA 

1621   GCGACGAGCT GCGCCAGCGC TTGGCCGCGC GCCTTGAGGC TCTCAAGGAG AACGGCGGCG 

1681   CCAGACTGGC CGAGTACCAC GCCAAGGCCA CCGAGCATCT GAGCACGCTC AGCGAGAAGG 

1741   CCAAGCCCGC GCTCGAGGAC CTCCGCCAAG GCCTGCTGCC CGTGCTGGAG AGCTTCAAGG 

1801   TCAGCTTCCT GAGCGCTCTC GAGGAGTACA CTAAGAAGCT CAACACCCAG TGAGGCGCCC 

1861   GCCGCCGCCC CCCTTCCCGG TGCTCAGAAT AAACGTTTCC AAAGTGGGAA GCAGCTTCTT 

1921   TCTTTTGGGA GAATAGAGGG GGGTGCGGGG ACATCCGGGG GAGCCCGGGT GGGGCCTTTG 

1981   GCCCTGGAGC AGGGACTTCC TGCCGGATCT CAACAACTCC GTGCCCAGAC AGGACGTCTT 

2041   AGGGCCAAGA TCGACGTTGG AGGACCTGCT GGACGCCTGG CTGCTTACGA GTGAGGGAGT 

2101   AGAGTCTGCC TTAGCAAGGC TCAAGTAGAA AGGAAGTCAC AGCGGACCAG GCAAAGCCAC 

2161   AGACAATCCA AGGCCAGGTG CCCTGAAAGG GGCTCAAACA AGGCCTGCAG

 

Το πλασµίδιο “pUC19-apoAIg” επωάστηκε µε το ένζυµο περιορισµού BglII και στη 

συνέχεια µε την υποµονάδα Klenow της DNA πολυµεράσης I µε σκοπό να συµπληρωθεί 

η αλληλουχία (fill in) στο εσωτερικό 3’ άκρο (recessive 3’). Ακολούθησε αντίδραση 

λιγάσης (ligation) που οδήγησε σε απώλεια της αλληλουχίας αναγνώρισης του 

περιοριστικού ενζύµου BglII (5’-AGATCT-3’) που φυσιολογικά υπάρχει στην θέση 181 

της γενωµικής αλληλουχίας της αποΑ-Ι (διπλά υπογραµµισµένη), σε σχέση µε το 

κωδικώνιο έναρξης ATG, που φαίνεται µε έντονα γράµµατα. Πρέπει να επισηµανθεί ότι 

η θέση αναγνώρισης του BglII βρίσκεται σε αλληλουχία ιντρονίου (intron) και δεν 

αλλάζει την αλληλουχία κωδικοποίησης της αποΑ-Ι. 
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Το προϊόν της PCR µεταφέρθηκε στον πλασµιδιακό φορέα (vector) “pCDNA3.1(+)” 

σχηµατίζοντας έτσι το πλασµίδιο “pCDNA3.1-apoAIg-∆BglII” (Εικόνα 21).  

Το πλασµίδιο το οποίο προέκυψε, ονοµάστηκε “pUC19-apoAIg(∆BglII)”, και 

χρησιµοποιήθηκε ως µήτρα (template) για τον πολλαπλασιασµό (amplifιcation) µέσω της 

αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (PCR), της γενωµικής (genomic) αλληλουχίας 

της απολιποπρωτεΐνης Α-Ι (απoA-I). Για την PCR χρησιµοποιήθηκε ένα ζευγάρι 

ολιγονουκλεοτιδίων εκκίνησης (primers) που αντιστοιχεί στα άκρα της αλληλουχίας της 

αποΑ-Ι, ονοµαστικά ο 5’ εκκινητής “apoAIg F” µε αλληλουχία : 5’-GCT CTA GAT 

CTG ACA TAA ATA GGC CCT GC-3’ και ο 3’ “apoAIg R” µε αλληλουχία 5’-GCG 

GAT ATC CAG GCC TTG TTT GAG CC-3’. Ο “apoAIg F” σχεδιάστηκε ώστε να φέρει 

την αλληλουχία αναγνώρισης για τα περιοριστικά ένζυµα XbaI (5’- TCTAGA -3’) και 

BglII (5’- AGATCT -3’) ενώ ο “apoAIg R” φέρει την αλληλουχία αναγνώρισης για το 

περιοριστικό ένζυµο EcoRV (5’- GATATC -3’), τοποθετώντας έτσι τις αλληλουχίες 

αυτές στα 5’ και 3’ άκρα, αντίστοιχα, του γονιδίου της αποΑ-Ι. Η PCR έγινε σε Paltier 

Thermal Cycler PTC-200 (MJ Research) και σύµφωνα µε το εξής πρόγραµµα:  

 

 

72ºC για 5 λεπτά 

72ºC για 30 δευτερόλεπτα 

65ºC για 2.5 λεπτά                                                    28 επαναλήψεις 

94ºC για 30 δευτερόλεπτα 

94ºC για 2 λεπτά 
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CMV

pAdTrack CMV

pUC19‐AIg ΔBgl‐II επώαση με Bgl‐II, 
«fill‐in» με Κlenow DNA πολυμεράση
και επανασύνδεση με αντίδραση
λιγάσης καταστρέφει την περιοχή
αναγνώρισης του Bgl‐II

PCR για τον πολλαπλασιασμό
του γονιδίου της αποΑ‐Ι. 
Εισαγωγή των αλληλουχιών
αναγνώρισης για XbaI και Bgl‐II 
στο 5’ άκρο και EcoRV στο 3’ άκρο

Αντίδραση λιγάσης για την εισαγωγή του
γονιδίου της αποΑ‐Ι στις θέσεις XbaI και EcoRV
που φέρει ο πλασμιδιακός φορέας pCDNA3.1. 
Δημιουργία του πλασμιδίου pCDNA3‐AIg ΔBgl‐II
(μήτρα για την κατασκευή μεταλλάξεων).

Exon4

1     2          3  Exons

Bgl‐II
EcoRV

pCDNA3‐AIgΔBgl‐II (Χ)

Επώαση των πλασμιδίων με Bgl‐II και EcoRV. Αντίδραση λιγάσης και εισαγωγή
του μεταλλαγμένου γονιδίου apoA‐I (Χ) στις περιοχές Bgl‐II, EcoRV του

πλασμιδιακού φορέα pAdTrack‐CMV

Bgl‐II EcoRV

Exon4
Bgl‐II EcoRV

pAdTrack‐CMV apoAIgΔBgl‐II (Χ)

CMV

Εισαγωγή μεταλλάξεων στο γονίδιο ΑΠΟΑ‐Ι.
(QuickChange XL II)

Xba‐I

1 2 3

 
Εικόνα 21. Σχηματική απεικόνηση της διαδικασίας κατασκευής των πλασμιδίων για την μεταλλαξιγένεση 
του  γονιδίου  της  αποΑ‐Ι  και  την  δημιουργία  των  ανασυνδυασμένων  αδενοϊών  (όπου  Χ:  η  μεταλλαγμένη 
μορφή της πρωτεΐνης). 



 

∆ηµιουργία των µεταλλάξεων στο γονίδιο της αποΑ-Ι 

Το πλασµίδιο “pCDNA3.1-apoAIg-∆BglII” χρησιµοποιήθηκε ως µήτρα (template) για 

την κατασκευή των µεταλλάξεων του γονιδίου της αποΑ-Ι που θέλησα να µελετήσω 

στην παρούσα εργασία. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα QuikChange® 

ΙΙ XL της Stratagene. Το πλασµίδιο-µήτρα επωάστηκε µε κατάλληλους εκκινητές που 

αντιστοιχούν την περιοχή του γονιδίου που εντοπίζεται η µετάλλαξη που επιλέξαµε. Οι 

εκκινητές σχεδιάστηκαν έτσι ώστε να φέρουν στο κέντρο της αλληλουχίας τους την 

µετάλλαξη, ενώ εκατέρωθεν παρέµεινε η αγρίου τύπου αλληλουχία νουκλεοτιδίων. Η 

µετάλλαξη έγινε µε βάση την αλλαγή των αµινοξέων την τελική πρωτεϊνική αλληλουχία 

και κατά συνέπεια, χρειάστηκε σε µία περίπτωση να αλλαχθούν περισσότερα του ενός 

νουκλεοτιδίου της αγρίου τύπου αλληλουχίας (βλ. εκκινητές R149A στον Πίνακα ΙΙ). 

Τα νουκλεοτίδια που αντικατέστησαν τα αγρίου τύπου νουκλεοτίδια, για να προκληθεί η 

µετάλλαξη, επιλέχθηκαν µε βάση την συχνότητα χρήσης στον άνθρωπο του κάθε 

κωδικωνίου για το αντίστοιχο αµινοξύ (codon usage).  

Τα ζεύγη εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για κάθε µετάλλαξη φαίνονται στον 

Πίνακα ΙΙ µε το όνοµά τους να αντιστοιχεί στην µεταλλαγµένη µορφή της αποΑ-Ι που 

προκαλούν. Για παράδειγµα ο εκκινητής “L141R apoAI F” αντιστοιχεί στην 

µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa.  

Το µείγµα του πλασµιδίου-µήτρας µε τους εκκινητές επωάστηκε µε την πολυµεράση 

PfuUltra® του προαναφερθέντος συστήµατος και dNTPs σε PCR πρόγραµµα, όπως 

ορίζει η κατασκευάστρια εταιρεία (Εικόνα 22). Μετά από 18 κύκλους 

πολλαπλασιασµού, το προϊόν της PCR επωάστηκε µε το περιοριστικό ένζυµο DpnI µε 

σκοπό να καταστρέψει το µητρικό πλασµίδιο που αποτελείται από µεθυλιωµένο ή 
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ΠΙΝΑΚΑΣ ΙΙ. Ολιγονουκλεοτίδια‐εκκινητές (primers) που χρησιμοποιήθηκαν 
για τις μεταλλάξεις στο γονίδιο της αποΑ‐Ι. 

 

Όνομα 
εκκινητήα

Αλληλουχία εκκινητών μετάλλαξης  Νουκλεοτιδική 
μετάλλαξηβ

L141R apoAI F 
L141R apoAI R 

5’‐CTGCAAGAGAAG CGGγ AGCCCACTGGGC‐3’ 
5’‐GCCCAGTGGGCT CCG CTTCTCTTGCAG‐3’ 

T‐1009‐G 

R149A apoAI F 
R149A apoAI R 

5’‐GCGAGGAGATG GCC GACCGCGCGCG‐3’ 
5’‐CGCGCGCGGTC GGC CATCTCCTCGC‐3’ 

C‐1032‐G 
G‐1033‐C 

R151C apoAI F 
R151C apoAI R 

5’‐GGGCGAGGAGATGCGCGA TGC GCGCGCGCCCATGTGGAC‐3’ 
5’‐GTCCACATGGGCGCGCGC GCA TCGCGCATCTCCTCGCCC‐3’  C‐1038‐T 

L159R apoAI F 
L159R apoAI R 

5’‐CATGTGGACGCG CGG CGCACGCATCTG‐3’ 
5’‐CAGATGCGTGCG CCG CGCGTCCACATG‐3’ 

T‐1063‐G 

R160L apoAI F 
R160L apoAI R 

5’‐GTGGACGCGCTG CTC ACGCATCTGGCC‐3’ 
5’‐GGCCAGATGCGT GAG CAGCGCGTCCAC‐3’ 

G‐1067‐T 

L178P apoAI F 
L178P apoAI R 

5’‐GCTTGGCCGCGCGC CCT GAGGCTCTCAAGGAGAACGG‐3 
5’‐CCGTTCTCCTTGAGAGCCTC AGG GCGCGCGGCCAAGC‐3’  T‐1120‐C 

α  Ο  αριθμός  αμινοξέος  αναφέρεται  στην  αλληλουχία  της  ώριμης  πρωτεΐνης  αποΑ‐Ι  στο 
πλάσμα 

β  Αριθμός  νουκλεοτιδίου  που  μεταλλάχθηκε  στην  γενωμική  αλληλουχία  της  ανθρώπινης 
αποΑ‐Ι  (Roghani  and  Zannis  1988)  σε  σχέση  με  το  κωδικώνιο  έναρξης  της  μεταγραφής 
(ΑTG) και η αντικατάσταση νουκλεοτιδικής βάσης που χρησιμοποιήθηκε 

γ Το κωδικώνιο που κωδικοποιεί για την κάθε μετάλλαξη είναι υπογραμμισμένο  
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1. Σύνθεση μεταλλαγμένης
αλληλουχίας
Εφαρμόζεται PCR με σκοπό:
Α. Αποδιάταξη του μητρικού DNA
Β. Σύνδεση των μεταλλαξιγόνων
εκκινητών με την επιθυμητή
μετάλλαξη
Γ. Σύνθεση νέων αλυσίδων DNA 
με την PfuUltra™ πολυμεράση
υψηλής πιστότητας

2. Πέψη του μητρικούDNA με
Dpn I
To μεθυλιωμένο και ημι‐
μεθυλιωμένο μητρικό DNA
«κόβεται» από το ένζυμο Dpn I

3. Μετασχηματισμός
Μετασχηματισμός βακτηρίων “XL‐
1 Blue” με το μεταλλαγμένο προϊόν
επιδιορθώνει το κενό των
αλυσίδων και πολλαπλασιάζει το
καινούριο πλασμίδιο

 

Εικόνα  22. Σχηματική  απεικόνιση  του  συστήματος  “QuickChange  II 
Site  Directed  Mutagenesis  Kit”  της  Stratagene  και  περιγραφή  των 
βημάτων  που  οδηγούν  στην  δημιουργία  σημειακών  μεταλλάξεων 
(Stratagene). 
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ηµιµεθυλιωµένο DNA. Μετά την επώαση, το µείγµα της αντίδρασης, που περιέχει το 

νεο-συντιθέµενο DNA το οποίο φέρει τις µεταλλάξεις του γονιδίου της αποΑ-Ι που µας 

ενδιαφέρουν, χρησιµοποιήθηκε για τον µετασχηµατισµό (transformation) δεκτικών 

κυττάρων (competent cells) XL10-Gold® (Stratagene). Κλώνοι ανθεκτικοί στην 

αµπικιλίνη (ampicillin) επιλέχθηκαν και το DNA τους αποµονώθηκε. Ακολούθησε 

αλληλούχηση του γονιδίου της αποΑ-Ι για κάθε µεταλλαγµένη µορφή και επιβεβαιώθηκε 

η επιθυµητή κάθε φορά µετάλλαξη. Τα πλασµίδια που κατασκευάστηκαν για την κάθε 

µετάλλαξη, επωάστηκαν µε τα περιοριστικά ένζυµα BglII και EcoRV και τα κοµµάτια 

DNA που προέκυψαν, µεγέθους 2,2 kb, µεταφέρθηκαν στις αντίστοιχες περιοχές BglII 

και EcoRV του φορέα “pAdTrack-CMV” προκειµένου να κατασκευαστούν οι 

ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί, σύµφωνα µε το σύστηµα κατασκευής AdEasy™ της 

Stratagene.  

 

Ηλεκτροπόρωση κυττάρων και επιλογή ανασυνδυασµένων πλασµιδίων  

Το αδενοϊικό πλασµίδιο κατασκευάστηκε σε βακτήρια “BJ-5183-AD1” (Stratagene) µε 

ηλεκτροπόρωση (electroporation) των βακτηρίων παρουσία του φορέα “pAdTrack-

CMV-X” (όπου Χ: το επιθυµητό γονίδιο), σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή 

(Εικόνα 23). Χρησιµοποιήθηκαν 40 µl βακτηρίων BJ-5183-AD1 για κάθε πλασµιδιακή 

κατασκευή. Τα βακτήρια αυτά επάγουν τον οµόλογο ανασυνδυασµό πλασµιδίων και 

φέρουν το πλασµίδιο “pAdEasy-1” το οποίο κωδικοποιεί για τις πρωτεΐνες του αδενοϊού 

τύπου 5 (εκτός των Ε1/Ε5). Ανασυνδυασµός µε το πλασµίδιο-φορέα “pAdTrack-CMV-

Χ”, σχηµάτισε τελικά ένα πλασµίδιο που φέρει παράλληλα µε τα αδενοϊικά γονίδια και 

το  επιθυµητό γονίδιο. Η ηλεκτροπόρωση έγινε µε τις εξής παραµέτρους: 200 Ω, 2,5 kV,  
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Εικόνα  23.  Σχηματική  απεικόνιση  του  συστήματος  κατασκευής 
ανασυνυδασμένων  αδενοϊών,  Ad‐Easy™  Adenoviral  Vector  System  της 
Stratagene. (H διαδικασία περιγράφεται αναλυτικά στο κείμενο). 



 

25µF σε µηχάνηµα ηλεκτροπόρωσης. Τα κύτταρα απλώθηκαν σε τρυβλία µε στερεό 

θρεπτικό µέσο που περιείχε αµπικιλίνη. Οι σωστοί κλώνοι επιλέχθηκαν µε βάση την 

ανθεκτικότητά τους στην αµπικιλίνη και την απώλεια ανθεκτικότητας στην καναµυκίνη, 

Επίσης, µετά από αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από καλλιέργειες των κλώνων που 

προέκυψαν και ανάλυσή τους σε πήκτωµα αγαρόζης, ελέγχθηκε το µέγεθος των θετικών 

κλώνων, που φτάνει τις 32 kb. Οι σωστοί κλώνοι πολλαπλασιάστηκαν µετά από 

µετασχηµατισµό βακτηρίων (competent cells) DH5a και ακολούθησε αποµόνωση του 

πλασµιδίου κάθε µετάλλαξης σε µεγάλη κλίµακα. 

 

Κατασκευή ανασυνδυασµένων αδενοϊών  

Οι ανασυνδυασµένοι αδενοϊικοί φορείς (“pAd-X”) για κάθε µετάλλαξη της αποΑ-Ι 

επωάστηκαν µε το περιοριστικό ένζυµο PacI για να γίνουν γραµµικά µόρια και 10 µg 

DNA χρησιµοποιήθηκαν για διαµόλυνση (transfection) κυττάρων 911. Για την 

διαµόλυνση χρησιµοποιήθηκε το αντιδραστήριο λιποσωµάτων LipofectaminΤΜ 2000 της 

Invitrogen, σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. ∆έκα µε δώδεκα µέρες µετά την 

διαµόλυνση τα ιϊκά σωµατίδια που παράχθηκαν προκάλεσαν λύση των κυττάρων και το 

λύµα χρησιµοποιήθηκε για µόλυνση καλλιέργειας κυττάρων 911 σε µεγαλύτερη 

κλίµακα, σε δοχεία καλλιέργειας Τ-175. Οι µολύνσεις έγιναν σε θρεπτικό µέσο L-15 µε 

2% ΗIHS και 1% αντιβιοτικών. ∆ύο µε τρεις ηµέρες µετά την µόλυνση, τα κύτταρα 

λύθηκαν και το καινούριο λύµα χρησιµοποιήθηκε για την µόλυνση ανθρώπινων 

εµβρυϊκών νεφρικών κυττάρων ΗΕΚ-293 που έχουν καλλιεργηθεί σε πληρότητα 

(confluency) σε δοχεία τριπλής επιφάνειας Τ-175 (triple flasks). H µόλυνση έγινε σε 

θρεπτικό µέσο Leibovitz’s L-15 µε 2% ΗIHS και 1% αντιβιοτικών. Με µόλυνση ΗΕΚ-
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293 κυττάρων σε µεγάλη κλίµακα, παράχθηκαν µεγάλες ποσότητες ανασυνδυασµένων 

αδενοϊών οι οποίοι αποµονώθηκαν 3 µέρες µετά την µόλυνση των κυττάρων σε φάση 

παραγωγής των ανασυνδυασµένων αδενοϊών και πριν επέλθει η λύση των κυττάρων.

Τα κύτταρα που φέρουν τα αδενοϊικά σωµάτια συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση, σε 

µορφή ιζήµατος. Το ίζηµα υπέστη 3 κύκλους ψύξης / απόψυξης (-80 ºC / 37 ºC) ώστε να 

λυθούν τα κύτταρα και να απελευθερωθούν τα ιικά σωµάτια. Με φυγοκέντρηση στις 

3000 στροφές ανά λεπτό (rpm), για 10 λεπτά, διαχωρίζεται το υπερκείµενο διάλυµα που 

περιέχει τα ιικά σωµάτια από τα σπασµένα κύτταρα. Από το διάλυµα αυτό 

αποµονώθηκαν τα ιικά σωµάτια σε καθαρή µορφή µέσω δύο διαδοχικών 

υπερφυγοκεντρήσεων σε διαβάθµιση χλωριούχου καισίου (CsCl). Για την πρώτη 

φυγοκέντρηση τοποθετήθηκαν 2 ml διαλύµατος CsCl I (0,619 g/ml in TE, όπου ΤΕ: 10 

mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH: 8) που έχει δείκτη διάθλασης 1.379, πάνω από αυτά 

τοποθετήθηκαν 5 ml διαλύµατος CsCl II (0,277 g/ml in TE) που έχει δείκτη διάθλασης 

1.353 και τέλος τα 2-3 ml διαλύµατος ιικών σωµατιδίων. Φυγοκέντρηση στις 30.000 rpm 

για 90 λεπτά, στους 4ºC, συγκέντρωσε τα ιικά σωµάτια σε µια ζώνη ενδιάµεσης 

πυκνότητας µεταξύ των διαλυµάτων CsCl Ι και CsCl II. Η ζώνη αυτή συλλέχθηκε µε τη 

βοήθεια σύριγγας και µεταφέρθηκε σε διάλυµα 12 ml CsCl III (0,450 g/ml in TE). 

Ακολούθησε η δεύτερη φυγοκέντρηση στις 55.000 rpm στους 4ºC, για 16-20 ώρες. Το 

βήµα αυτό συγκέντρωσε τα σωµάτια του αδενοϊού σε µια ζώνη πάχους περίπου 2mm. Η 

ζώνη συλλέχθηκε και εξισορροπήθηκε έναντι διαλύµατος σουκρόζης [10mM Tris-HCl, 

2mM MgCl2, 5% Sucrose, pH: 8] σε κασέτα διαπίδυσης Slide-A-Lyzer® (MWCO: 

10.000) της PIERCE. Το διάλυµα αδενοϊών χωρίστηκε σε µικρούς όγκους (aliquots) σε 

µικροδοχεία υπερκαταψύκτη (cryovials) και διατηρήθηκε στους -80ºC. Την αποµόνωση 
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των αδενοϊικών σωµατιδίων ακολούθησε η τιτλοδότησή τους µέσω της δοκιµασίας 

σχηµατισµού πλακών µόλυνσης (plaque assay).  

 

∆οκιµασία σχηµατισµού µολυσµατικών πλακών (Plaque assay)  

Κύτταρα 911 σε πλήρη ανάπτυξη σε µονοστιβάδα µολύνθηκαν µε διαδοχικές αραιώσεις 

ανασυνδυασµένων αδενοϊών. Συγκεκριµένα, καθαρισµένοι αδενοϊοί αραιώθηκαν 5x104 

έως 5x107 φορές σε θρεπτικό µέσο Leibovitz’s L-15 (συµπληρωµένο µε 2% HIHS και 

1% αντιβιοτικά) και χρησιµοποιήθηκαν για µόλυνση κυττάρων 911 πού είχαν 

µεταφερθεί την προηγούµενη ηµέρα σε δοχεία καλλιέργειας 6-well µε πυκνότητα 1,5x 

106 κυττάρων ανά πηγάδι καλλιέργειας (well). Τα κύτταρα έπειτα από 20 λεπτά επώασης 

µε το διάλυµα του αδενοϊού, σταθεροποιήθηκαν στο δοχείο καλλιέργειας µε θρεπτικό 

µέσο [2x ΜΕΜ, 4% Heat Inactivated Horse Serum (HIHS) και 25mM MgCl2] αραιωµένο 

µε διάλυµα άγαρ [1,5% άγαρ, 40 mM Hepes, pH: 7,4] που στερεοποιείται σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Τα κύτταρα επωάστηκαν στους 37º C για δέκα (10) µε δώδεκα 

(12) ηµέρες. Πλάκες µόλυνσης/λύσης στη µονοστοιβάδα κυττάρων φάνηκαν µε γυµνό 

µάτι ως γκρίζες περιοχές ενώ για αδενοϊούς που εκφράζουν παράλληλα και την πρωτεΐνη 

GFP εντοπίστηκαν µε τη βοήθεια φθορίζοντος µικροσκοπίου, µετρήθηκαν για κάθε 

αραίωση και χρησιµοποιήθηκαν για τον υπολογισµό του τίτλου (συγκέντρωσης) των 

αδενοϊικών σωµατιδίων της κάθε αδενοϊικής κατασκευής.  
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Έκφραση και έκκριση της αγρίου τύπου (WT) και των µεταλλαγµένων µορφών της 

αποΑ-Ι. 

Για να εκτιµηθεί η έκφραση και έκκριση των διαφόρων µορφών της αποΑ-Ι που 

κατασκευάστηκαν, χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα ΗTB13 σε πληρότητα 80% και σε 5 ml 

θρεπτικού µέσου Leibovitz’s L-15 συµπληρωµένο µε 2% HIHS, σε καλλιέργεια σε πιάτα 

διαµέτρου 100mm (P-100 petri dishes). Τα κύτταρα µολύνθηκαν µε αδενοϊούς που 

εκφράζουν µορφές της αποΑ-Ι σε πολλαπλότητα µόλυνσης (MOI: multiplicity of 

infection) 20. Ως πολλαπλότητα µόλυνσης ορίζεται ο αριθµός µολυσµατικών σωµατιδίων 

αδενοϊών ανά κύτταρο. Είκοσι τέσσερις (24) ώρες µετά την µόλυνση, τα κύτταρα 

πλύθηκαν µε 1x PBS και επωάστηκαν µε θρεπτικό µέσο άνευ ορού, για 2 ώρες. Στη 

συνέχεια, καινούριο θρεπτικό µέσο Leibovitz’s L-15 προστέθηκε και τα κύτταρα 

επωάστηκαν για 24 ώρες. Μετά τις 24 ώρες, το θρεπτικό µέσο συλλέχθηκε και ένα 

δείγµα του αναλύθηκε µε SDS-PAGE για έκφραση της πρωτεΐνης αποA-I. Η ποσότητα 

της πρωτεΐνης προσδιορίστηκε µε παράλληλη ανάλυση συγκεκριµένης ποσότητας (1-10 

µg) πρωτεΐνης BSA. 

 

Παραγωγή της WT και των µεταλλαγµένων µορφών της αποΑ-Ι χρησιµοποιώντας το 

σύστηµα των ανασυνδυασµένων αδενοϊών.  

Για την παραγωγή πρωτεΐνης αποΑ-Ι σε µεγάλη κλίµακα, χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα 

HTB13 (SW 1783, human astrocytoma) σε πληρότητα 80 %, σε θρεπτικό µέσο 

Leibovitz's L-15 συµπληρωµένο µε 10 % (v/v) FBS, καλλιεργούµενα σε κυλινδρικά 

δοχεία καλλιέργειας. Τα κύτταρα µολύνθηκαν µε αδενοϊούς κατασκευασµένους να 

εκφράζουν την αγρίου τύπου ή τις µεταλλαγµένες µορφές της αποΑ-Ι, σε πολλαπλότητα 
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µόλυνσης (moi, multiplicity of infection) 20. Μετά από 24 ώρες επώασης µε τους 

αδενοϊούς, τα κύτταρα εκπλύθηκαν µε 1x PBS, επωάστηκαν για 1 ώρα σε φρέσκο 

θρεπτικό µέσο, Leibovitz's L-15 χωρίς FBS, και αφού το µέσο ανανεώθηκε, αφέθηκε για 

άλλες 24 ώρες επώασης. Μετά τις 24 ώρες, το θρεπτικό µέσο συλλέχθηκε και καινούριο 

µέσο προστέθηκε στα κυλινδρικά δοχεία, για άλλες 24 ώρες. Η συλλογή (harvest) του 

θρεπτικού µέσου επαναλήφθηκε 5-6 φορές συλλέγοντας συνολικά περίπου 1 L 

θρεπτικού για κάθε µορφή της πρωτεΐνης αποΑ-Ι.  

 

Αποµόνωση και καθαρισµός της WT και των µεταλλαγµένων µορφών της αποΑ-Ι.  

Η πρωτεΐνη που περιέχεται στο θρεπτικό µέσο που συλλέχθηκε από τα κυλινδρικά δοχεία 

καλλιέργειας, αποµονώθηκε µε χρωµατογραφία ιοντοανταλλαγής χρησιµοποιώντας 

HiTrapQ κολόνες των 5 ml (Amersham) ακολουθούµενη από χρωµατογραφία µοριακής 

διήθησης χρησιµοποιώντας στήλες Hi-Prep Sephacryl S-200 όπως έχει περιγραφεί από 

τους Laccotripe και συνεργάτες (Laccotripe et al. 1997)..  Συγκεκριµένα, το θρεπτικό µέσο 

εξισορροπήθηκε µε διαπίδυση έναντι διαλύµατος 0.01 Μ Tris-HCl, pH: 8, µέσα σε 

µεµβράνη διαπίδυσης (Dialysis tubing) διαµέτρου 28.6 mm της Fisher Scientific που 

συγκρατεί µόρια µεγαλύτερα των 12 kDa (MWCO: 12.000-14.000). Το θρεπτικό µέσο 

για κάθε µορφή της αποΑ-Ι πέρασε από φίλτρο, για αποµάκρυνση κυττάρων που έχουν 

παραµείνει και πρωτεϊνών που κατακρηµνίστηκαν κατά την διαπίδυση, και «φορτώθηκε» 

στην κολόνα ιοντο-ανταλλάγης µε ταχύτητα 2 ml/min. H έκλουση της κολόνας έγινε µε 

κλίση συγκέντρωσης από 100% διαλύµατος 0.01Μ Tris-HCl σε 100% διαλύµατος 1Μ 

Ανθρακικού Αµµωνίου (Ammonium Bicarbonate) και µε ρυθµό 1 ml/min. Συλλέχθηκαν 

κλάσµατα των 3ml σε γυάλινους σωλήνες και δείγµα τους (50µl) αναλύθηκε σε πήκτωµα 
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πολυακρυλαµίδης. Τα κλάσµατα που περιείχαν πρωτεΐνη αποΑ-Ι αναµείχθηκαν µεταξύ 

τους και συγκεντρώθηκαν σε όγκο ≤ 3 ml µε φυγοκέντρηση σε φίλτρα συγκέντρωσης 

Centriplus ΥΜ-10 της Amicon (10.000 MWCO). Το διάλυµα που προέκυψε 

«φορτώθηκε» µε σύριγγα στη στήλη µοριακής διήθησης και εκλούστηκε µε διάλυµα 0.15 

Μ Ανθρακικού Αµµωνίου µε ταχύτητα 0.4 ml/min. ∆είγµα (20 µl) από τα κλάσµατα 

αναλύθηκε σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης και αυτά που περιείχαν πρωτεΐνη αποΑ-Ι 

αναµείχθηκαν µεταξύ τους. Το διάλυµα που προέκυψε ξηράθηκε σε λυοφιλοποιητή 

Sentry 2.0 (VisTis) για καλύτερη συντήρηση της καθαρισµένης πρωτεΐνης και απαλλαγή 

από το διαλύτη (ανθρακικό αµµώνιο) ο οποίος εξαχνώθηκε. 

Αναδιάλυση της καθαρής πρωτεΐνης για χρήση σε in vitro πειράµατα, έγινε σε 

διάλυµα 1x PBS σε συγκεκριµένες συγκεντρώσεις σύµφωνα µε τις ανάγκες του 

πειράµατος. 

 

Έξοδος χοληστερόλης µέσω ABCA1.  

Η ABCA1-εξαρτώµενη έξοδος χοληστερόλης υπολογίστηκε µέσω χρήσης µακροφάγων 

κυττάρων ποντικού. Συγκεκριµένα, τα µακροφάγα J774 στα οποία η έκφραση του 

µεταφορέα ABCA1 επάγεται µέσω του αναλόγου του cAMP, cpt-cAMP (8- (4-

chlorophenylthio) adenosine 3′ : 5′-cyclic monophosphate) ακολουθώντας το 

πρωτόκολλο των Chroni et al. (Chroni et al. 2003). Συγκεκριµένα, κύτταρα J774 

«στρώνονται» σε πιάτα 12 πηγαδιών (12-well plates) σε πυκνότητα 5x105 κύτταρα/well 

σε θρεπτικό µέσο [DMEM µε 4.5 g/L γλυκόζη, 10% (v/v) FBS και 1% αντιβιοτικών]. 24 

ώρες µετά, τα κύτταρα επισηµαίνονται µε 8 µCi/ml [14C]-χοληστερόλη για άλλες 24 

ώρες. Μετά την επισήµανσή τους µε ραδιενεργή χοληστερόλη, τα κύτταρα επωάστηκαν 
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για άλλες 24 ώρες, µε 1 ml θρεπτικού µέσου ενεργοποίησης το οποίο περιέχει το 

ανάλογο του cAMP (cpt-cAMP) σε συγκέντρωση 0,3 mM, σε DMEM µε 4,5 g/L 

γλυκόζης, συµπληρωµένο µε 0,2% (w/v) BSA, παρουσία αντιβιοτικών. Στο τέλος της 

επώασης ακολουθεί έκπλυση των κυττάρων µε 1x PBS και επώαση των κυττάρων µε 

θρεπτικό µέσο που περιέχει, εκτός της BSA, και την πρωτεΐνη-αποδέκτη της 

χοληστερόλης (WT ή µεταλλαγµένες µορφές της αποΑ-Ι) σε συγκέντρωση 1 µM. H 

επώαση συνεχίζεται για 4 ώρες οπότε και συλλέγεται το θρεπτικό µέσο και τα κύτταρα. 

Το θρεπτικό µέσο καθαρίζεται από τα κύτταρα που αιωρούνται µε φυγοκέντρηση στις 

4000 στροφές ανά λεπτό (rpm) για 5 λεπτά. Από το υπερκείµενο, 40 µl 

χρησιµοποιήθηκαν για µέτρηση της ραδιενεργού χοληστερόλης που περιέχουν σε 10 ml 

υγρού σπινθηρισµού (scintillation cocktail), και για εκτίµηση της χοληστερόλης που έχει 

εξέλθει από τα κύτταρα. Τα κύτταρα στα πιάτα καλλιέργειας επωάζονται για 20 λεπτά µε 

διάλυµα λύσης (0,8 ml PBS, 0,1% Triton-X 100 και 1mM PMSF), σε θερµοκρασία 

δωµατίου, υπό ανάδευση. Από το κυτταρικό λύµα µετρήθηκε η ραδιενέργεια σε 40 µl σε 

10 ml υγρού σπινθηρισµού και υπολογίστηκε η συνολική ραδιενέργεια που υπάρχει στα 

κύτταρα. Το ποσοστό της εξερχόµενης [3H]-χοληστερόλης υπολογίστηκε διαιρώντας τις 

κρούσεις που µετρήθηκαν στο θρεπτικό µέσο µε τις κρούσεις από το σύνολο των 

κρούσεων τόσο του θρεπτικού όσο και αυτών του κυτταρικού λύµατος. Για τον 

υπολογισµό της καθαρής (net) c-AMP-εξαρτώµενης εξόδου χοληστερόλης, τα ποσοστά 

εξόδου χοληστερόλης από κύτταρα στα οποία δεν χορηγήθηκε το ανάλογο του cAMP 

(µη ειδική έξοδος χοληστερόλης), αφαιρέθηκε από τα ποσοστά εξόδου χοληστερόλης 

κυττάρων στα οποία χορηγήθηκε ο ενεργοποιητής  cpt-cAMP (ολική έξοδος 

χοληστερόλης). Το ποσοστό εξόδου χοληστερόλης που επάγει η WT αποΑΙ στις 4 ώρες 
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επώασης ορίστηκε ως 100% και χρησιµοποιήθηκε για σύγκριση µε της µεταλλαγµένες 

µορφές της αποΑ-Ι. 

 

Κατασκευή ανασυνδυασµένης HDL (rHDL).  

Tα σωµατίδια ανασυνδυασµένης HDL (reconstituted HDL, rHDL) περιείχαν 

χοληστερόλη και [14C]-χοληστερόλη ([4-14C] cholesterol, 0.04 mCi/ml, ειδικής 

ενεργότητας 45 mCi/mmol, της Perkin-Elmer Life Sciences, Inc.), φωσφολιπίδια β-

oleoyl-γ-palmitoyl-L-α-phosphatidylcholine (POPC, της Sigma) και πρωτεΐνη αποΑ-Ι, 

και κατασκευάστηκαν µε την µέθοδο διαπίδυσης παρουσία χολικού νατρίου (sodium 

cholate) όπως περιγράφεται από τους Jonas και Matz (Matz and Jonas 1982).  

Συγκεκριµένα, τα POPC, χοληστερόλη, αποΑ-Ι και χολικό νάτριο συνδυάστηκαν σε 

τελική µοριακή αναλογία 100:10:1:100 (mol/mol), αντίστοιχα, συµπληρωµένα µε [14C]-

χοληστερόλη που αντιστοιχεί σε 5000-7000 cpm/nmole µη ραδιενεργής χοληστερόλης. 

Αρχικά τα POPC (2,71 gr POPC ανά 1 gr αποΑ-Ι πρωτεΐνης, σε ένα τυπικό πείραµα) 

συνδυάστηκαν µε την χοληστερόλη (0,14 gr χοληστερόλης ανά 1 gr αποΑ-Ι πρωτεΐνης ) 

(ραδιενεργή και µη). Το µείγµα αναδεύτηκε σε γυάλινο σωληνάριο υπό συνεχή παροχή 

αζώτου (προς αποφυγή οξείδωσης) µέχρι να στεγνώσει. Στην συνέχεια προστέθηκαν 250 

µl από διάλυµα άλατος [1x Salt buffer : 10 mM Tris-HCl, pH:8, 150 mM NaCl, 0.01% 

EDTA] και µε ήπια ανάδευση στους 4 °C επί µίας ώρας, διαλυτοποιήθηκαν τα λιπίδια. 

Προσθήκη χολικού νατρίου και ανάδευση στον πάγο για 1 ώρα δηµιουργεί µικκύλια 

λιπιδίων. Τέλος, προστέθηκε η πρωτεΐνη αποΑ-Ι και µε ανάδευση σε πάγο για άλλη 1 

ώρα δηµιουργήθηκαν δισκοειδή σωµατίδια HDL λιποπρωτεϊνών (rHDL). Τα rHDL 

σωµατίδια που κατασκευάστηκαν εξισορροπήθηκαν µε διαπίδυση (dialysis) µέσω 
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µεµβράνης µε διάµετρο πόρων που επιτρέπουν έξοδο µορίων µάζας (MWCO) 

µικρότερης των 12-14 kDa, έναντι 1x Salt buffer, στους 4 °C, για την αποµάκρυνση του 

χολικού νατρίου. Για την αποµάκρυνση ελεύθερης αποΑ-Ι ακολούθησε επιπλέον 

διαπίδυση σε διάλυµα 1x Salt buffer µε µεµβράνη διαπίδυσης µε MWCO τα 50 kDa.  

 

∆οκιµή ενεργοποίησης του ενζύµου LCAT.  

Οι αντιδράσεις δοκιµής της ενεργοποίησης του ενζύµου LCAT έγιναν µε αυξανόµενη 

ποσότητα rHDL, για κάθε µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι, κρατώντας σταθερή την 

ποσότητα του ενζύµου (Chroni et al. 2004a). Η ποσότητα της rHDL καθορίστηκε µε 

βάση την περιεκτικότητα των σωµατιδίων σε πρωτεΐνη αποΑ-Ι και ήταν από 0,0007 mg 

µέχρι 0,032 mg πρωτεΐνης. Η χαµηλότερη συγκέντρωση υποστρώµατος περιείχε 

τουλάχιστον 5.000 cpm ραδιενεργής χοληστερόλης. Τα σωµατίδια rHDL προστέθηκαν 

σε γυάλινο σωληνάριο µαζί µε 50µl  διαλύµατος 40mg/ml BSA και 20 µl  διαλύµατος 

100 mM β-µερκαπτοαιθανόλης. Το µείγµα αναδεύτηκε ισχυρά (vortex) και επωάστηκε 

στους 37ºC για 30 λεπτά. Στη συνέχεια, και σε ακριβής χρόνους, προστέθηκε το ένζυµο 

LCAT (2,8 µg σε όγκο 25µl) και η επώαση συνεχίστηκε για άλλα 30 λεπτά. Η αντίδραση 

τερµατίστηκε µε την προσθήκη 5 ml διαλύµατος χλωροφορµίου:µεθανόλης (σε αναλογία 

2:1) συµπληρωµένο µε 40 ng/ml ολεϊκού εστέρα χοληστερόλης και χοληστερόλης. Το 

µείγµα αναδεύτηκε ισχυρά για την εκχύλιση των λιπιδίων και αφέθηκε στους 4ºC για 

τουλάχιστον 40 λεπτά, ώστε να διαχωριστεί η οργανική από την ανόργανη φάση. Η 

υδατική φάση (υπερκείµενο) αποµακρύνθηκε µε γυάλινη πιπέτα Pasteur και η κάτω 

(οργανική) φάση ξηράθηκε υπό ρεύµα αζώτου. Αναδιάλυση του υπολείµµατος σε 75µl 

χλωροφορµίου επέτρεψε την µεταφορά και ανάλυσή των λιπιδίων σε χρωµατογραφική 
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πλάκα λεπτής στοιβάδας ITLC (Pall Corporation). H πλάκα αναπτύχθηκε για 5 λεπτά σε 

διάλυµα πετρελαϊκού αιθέρα: αιθύλ-αιθέρα: οξικού οξέος σε αναλογία όγκων 85:15:1. Οι 

ζώνες των εστέρων χοληστερόλης και της ελεύθερης χοληστερόλης εµφανίστηκαν ως 

κίτρινες ζώνες από την έκθεση της πλάκας σε ατµούς ιωδίου για 15 µε 20 δευτερόλεπτα, 

γεγονός που επιτρέπει τον διαχωρισµό των διαφόρων ζωνών. Η εστεροποιηµένη 

χοληστερόλη µεταναστεύει πιο γρήγορα στην χρωµατογραφία αυτή ενώ η ελεύθερη 

χοληστερόλη σχεδόν στην µισή ταχύτητα. Στην συνέχεια η πλάκα αφέθηκε σε ρεύµα 

αέρα ώστε να εξαχνωθεί το ιώδιο. Οι ζώνες που περιείχαν την εστεροποιηµένη 

χοληστερόλη και την ελεύθερη χοληστερόλη κόπηκαν και τοποθετήθηκαν χωριστά σε 

σωλήνες µαζί µε διάλυµα σπινθηρισµού (scintillation mix). Ακολούθησε έντονη 

ανάδευση (vortex) και µέτρηση των κρούσεων σε µετρητή σπινθηρισµού (LKB 

Scintillation counter).  

Ο ρυθµός µε τον οποίον η χοληστερόλη εστεροποιείται εκφράστηκε ως τα nmoles 

εστέρων χοληστερόλης που σχηµατίζονται ανά ώρα (nmoles/h). Για να υπολογιστεί η 

πειραµατική Vmax (Vmaxapp) και το πειραµατικό Km (Kmapp) της αντίδρασης, ο ρυθµός 

σχηµατισµού εστέρων χοληστερόλης συσχετίστηκε µε την συγκέντρωση του 

υποστρώµατος, δηλαδή της αποΑ-Ι. Τα δεδοµένα προσαρµόστηκαν στην κλασική 

κινητική Michaelis-Menten χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα Prism (GraphPad Software, 

Inc.). 

Λόγω της χαµηλής καταλυτικής ενεργότητας των µεταλλάξεων αποA-

I(Leu141Arg)Pisa, αποA-I(Leu159Arg)FIN, αποΑ-Ι(Arg149Ala) και αποΑ-

Ι(Arg160Leu)Oslo, οι τιµές των Kmapp και Vmaxapp για τις µεταλλάξεις αυτές 

υπολογίστηκαν χρησιµοποιώντας 20 φορές υψηλότερη συγκέντρωση ενζύµου LCAT, σε 
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σχέση µε αυτή που χρησιµοποιήθηκε για την WT µορφή της αποΑ-Ι. Για την σύγκριση 

των παραµέτρων της κινητικής των µεταλλάξεων αυτών, οι τιµές προσαρµόστηκαν µε 

διαίρεση των πειραµατικών τιµών Vmaxapp των µεταλλάξεων διά του 20. 

 

Εκτίµηση της καταλυτικής δραστικότητας της LCAT του πλάσµατος ποντικών 

Για την εκτίµηση της ενεργότητας της LCAT του πλάσµατος ποντικών που εκφράζουν 

τις µεταλλαγµένες µορφές της αποΑ-Ι µόνες τους ή σε συνδυασµό µε την LCAT του 

ανθρώπου, εφαρµόστηκε η δοκιµή που περιγράφεται παραπάνω µε τη διαφορά ότι αντί 

της καθαρής µορφής του ενζύµου LCAT, χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα πλάσµατος 

ποντικών. Ως υπόστρωµα για την LCAT του πλάσµατος χρησιµοποιήθηκαν σωµατίδια 

rHDL κατασκευασµένα µε WT αποΑ-Ι, σύµφωνα µε τη διαδικασία που αναφέρθηκε 

προηγουµένως. 

Χρησιµοποιήθηκαν 4 µl πλάσµατος ποντικών το οποίο συλλέχθηκε 4 ηµέρες µετά 

την ένεσή τους µε αδενοϊούς που εκφράζουν την µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-

Ι(Leu141Arg)Pisa. Στην περίπτωση ποντικών που ενέθηκαν µε αδενοϊούς που εκφράζουν 

την παραπάνω µεταλλαγµένη µορφή, σε συνδυασµό µε αδενοϊούς που εκφράζουν την 

LCAT του ανθρώπου, χρησιµοποιήθηκαν 0.4 µl πλάσµατος, λόγω της υψηλής LCAT 

ενεργότητας του. Η αραίωση αυτή του πλάσµατος ελήφθη υπ’όψιν κατά τον υπολογισµό 

της LCAT ενεργότητας του πλάσµατος. Οι υπολογισµοί της καταλυτικής δραστικότητας 

της LCAT έγιναν όπως αναφέρθηκε παραπάνω. 

 

 

 

99 



 

Μελέτες σε µοντέλα ζώων.  

Χρησιµοποιήθηκαν επίµυες µε έλλειψη της αποΑ-Ι (ApoA1tm1Unc) σε C57BL/6 γενετικό 

υπόβαθρο (Williamson et al. 1992) τα οποία αγοράστηκαν από τα Jackson Laboratories (Bar 

Harbor, ME). Τα ποντίκια διατηρήθηκαν σε 12-ωρο κύκλο φωτός/σκοταδιού και υπό 

φυσιολογική δίαιτα (rodent chow diet). Όλες οι διαδικασίες που ακολουθήθηκαν στο 

χειρισµό των ζώων ήταν σύµφωνες µε τις οδηγίες του Εθνικού Ινστιτούτου Υγείας (ΝΙΗ) 

των Ηνωµένων Πολιτειών της Αµερικής και του Ινστιτούτου Καρδιαγγειακών 

Παθήσεων του Πανεπιστηµίου της Βοστώνης. Επίµυες µε έλλειψη της πρωτεΐνης αποΑ-

Ι, ηλικίας 6-8 εβδοµάδων, ενέθηκαν µέσω της πυλαίας φλέβας µε 1-2 x 109 pfu 

ανασυδυασµένων αδενοϊών ανά ζώο και θυσιάστηκαν 4 µέρες µετά την ένεση, έπειτα 

από νηστεία 4 ωρών. Για το χειρισµό των ποντικών και την συλλογή αίµατος και του 

ηπατικού ιστού, χρησιµοποιήθηκαν ατµοί του αναισθητικού isoflurane. 

 

Αποµόνωση πλάσµατος από αίµα ποντικών.   

Για τη συλλογή δειγµάτων αίµατος από την άκρη της ουράς των ποντικών και την 

επακόλουθη αποµόνωση πλάσµατος από αυτό, χρησιµοποιήθηκαν µικροσωλήνες 

Microvette CB 300 K2E (STARSTEDT). Η συλλογή µεγάλων ποσοτήτων αίµατος κατά 

το θυσιασµό των ποντικών, έγινε σε σωλήνες φυγοκέντρησης Microtube 1.3ml KE (. Οι 

σωλήνες αυτοί είναι επικαλυµµένοι µε EDTA. Από κάθε επίµυ συλλέχθηκαν περίπου 

750 µl αίµατος. Φυγοκέντρηση των δειγµάτων στις 4000 rpm για 5 λεπτά διαχωρίζει το 

πλάσµα το οποίο συλλέχθηκε σε καινούρια µικροδοχεία και φυλάχθηκε στους 4ºC µέχρι 

περαιτέρω αναλύσεων. 

 

100 



 

Μετρήσεις επιπέδων λιπιδίων και απολιποπρωτεΐνης Α-Ι στο πλάσµα ποντικών. 

Η συγκέντρωση ολικής χοληστερόλης (ΤC), ελεύθερης χοληστερόλης (FC), 

φωσφολιπιδίων (Ph) και τριγλυκεριδίων (Tg) στο πλάσµα ποντικιών που συλλέχθηκε 

τέσσερις µέρες µετά την µόλυνση µε αδενοϊούς, υπολογίστηκε µέσω των 

αντιδραστηρίων Cholesterol E, Free Cholesterol C, Phospholipids B της Wako 

Chemicals USA, Inc. και INFINITY triglycerides της ThermoDMA, αντιστοίχως, 

σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η συγκέντρωση των εστέρων χοληστερόλης 

υπολογίστηκε µε αφαίρεση της συγκέντρωσης της ελεύθερης χοληστερόλης από αυτή 

της ολικής χοληστερόλης. Τα επίπεδα αποΑ-Ι στο πλάσµα υπολογίστηκαν µε το 

AutoKit-AI της Wako Chemicals USA, Inc. σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Συνήθως οι µετρήσεις έγιναν χρησιµοποιώντας 3-8 µl πλάσµατος και ακολούθησε 

αναγωγή των µετρήσεων σε συγκέντρωση mg/dl. 

 

Χρωµατογραφία διήθησης υγρής στοιβάδας (FPLC).  

Για την ανάλυση του πλάσµατος µε διαχωρισµό σε χρωµατογραφία διήθησης υγρής 

στοιβάδας (Fast Pressure Liquid Chromatography, FPLC), χρησιµοποιήθηκαν 17 µl 

πλάσµατος από επίµυες µολυσµένους µε αδενοϊούς που εκφράζουν την αγίου τύπου 

(wild type, WT) ή µεταλλαγµένες µορφές της αποΑ-Ι ή µόνο την πρωτεΐνη-ελέγχου GFP. 

Το πλάσµα αραιώθηκε 3 φορές σε 1x PBS και αναλύθηκε σε κολόνα Superose 6 PC 

3.2/30 της General Electric στο σύστηµα SMART microFPLC της Amersham 

Biosciences µε έκλουση σε 1x PBS (phosphate buffer saline) και σε ταχύτητα 50 µl/min. 

Συνολικά, συλλέχθηκαν 25 κλάσµατα όγκου 50 µl το καθένα. Τα επίπεδα λιπιδίων (ΤC, 

FC, Ph και Tg) στα κλάσµατα της FPLC προσδιορίστηκαν ως ανωτέρω.  
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Κλασµάτωση πλάσµατος µέσω υπερφυγοκέντρησης σε κλίση συγκέντρωσης 

βρωµιούχου καλίου.  

Χρησιµοποιήθηκαν 300 µl πλάσµατος ποντικών αραιωµένα µε ρυθµιστικό διάλυµα 1x 

PBS, σε τελικό όγκο 0.5 ml . To µείγµα ρυθµίστηκε µε προσθήκη 181 mg Βρωµιούχου 

Καλίου (KBr) σε πυκνότητα 1.23 g/ml και µεταφέρθηκε σε σωλήνα φυγοκέντρου Ultra-

clear™ (Beckman Instruments , Inc.). Πάνω από το δείγµα προστέθηκαν µε τη σειρά 1 ml 

διαλύµατος KBr πυκνότητας d=1.21 g/ml, 2.5 ml διαλύµατος KBr πυκνότητας d=1.063 

g/ml, 0.5 ml διαλύµατος KBr πυκνότητας d=1.019 g/ml, και 0.5 ml 1x PBS. To µείγµα 

φυγοκεντρήθηκε για 22 h, σε κεφαλή SW55, στις 30.000 στροφές ανα λεπτό (rpm). Μετά 

το πέρας της υπερφυγοκέντρησης, κλάσµατα 0.5 ml συλλέχθηκαν από την κορυφή του 

µίγµατος, για περαιτέρω αναλύσεις. Ο δείκτης διάθλασης (refractive index) του κάθε 

κλάσµατος µετρήθηκε σε µετρητή διάθλασης (refractometer) της American Optical Corp. 

και η µέτρηση µετατράπηκε σε πυκνότητα µε βάση πρότυπη καµπύλη που 

κατασκευάστηκε µε διαλύµατα γνωστής πυκνότητας. Τα κλάσµατα στην συνέχεια 

εξισορροπήθηκαν µε διαπίδυση έναντι H2O και 100 µl από κάθε δείγµα αναλύθηκαν µε 

SDS-PAGE. Οι ζώνες των απολιποπρωτεϊνών και η κατανοµή τους φάνηκαν µετά από 

χρώση του πηκτώµατος πολυακρυλαµίδης µε χρωστική Coomassie Brilliant Blue.

 

Ανάλυση ηλεκτρονικού µικροσκοπίου (ΕΜ) των κλασµάτων που περιέχουν πρωτεΐνη 

αποΑ-Ι.  

Για την ανάλυση ηλεκτρονικού µικροσκοπίου τα κλάσµατα του πλάσµατος µετά την 

υπερφυγοκέντρηση, εξισορροπήθηκαν µε διαπίδυση έναντι διαλύµατος ΕΜ [ΕΜ buffer: 

126 mM οξικό αµµώνιο, 2,6 mM ανθρακικό αµµώνιο, 0,26 mM EDTA, pH 7,4]. 
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∆είγµατα από τα κλάσµατα 6 έως 8, τα οποία επιπλέουν στην περιοχή πυκνότητας της 

HDL (1.100 g/ml ≤ d ≤ 1.152 gr/ml), υπέστησαν χρώση µε θειούχο φωσφο-βολφράµιο 

(sodium phosphotungstate), απεικονίστηκαν σε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο Phillips CM-

120 (Phillips Electron Optics, Eindhoven, Netherlands) και φωτογραφήθηκαν από τον 

Dr. Donald Gantz του Τοµέα Βιοφυσικής του Πανεπιστηµίου της Βοστώνης. Οι 

φωτοµικρογραφίες έχουν µεγεθυνθεί κατά 225.000 φορές.  

 

Μη αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων (2D).  

Η κατανοµή των κλασµάτων της HDL στο πλάσµα αναλύθηκε µε ηλεκτροφόρηση δύο 

διαστάσεων σύµφωνα µε τους Fielding και Fielding (Fielding and Fielding 1996),  µε 

µικρές αλλαγές. Συγκεκριµένα, στην πρώτη διάσταση που αναλύει τα σωµατίδια κυρίως 

βάση του φορτίου τους, 0.5 µε 1 µl πλάσµατος αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωµα αγαρόζης 0,75% στα 75 Volts (V), στους 4°C, σε διάλυµα 50 mM barbital (pH 

8.6, Sigma, St. Louis, MO) για 2 περίπου ώρες και µέχρι η χρωστική bromophenol blue 

των δειγµάτων να προχωρήσει 5,5 cm από το σηµείο εκκίνησης. Λωρίδες κατά µήκος 

του πηκτώµατος αγαρόζης πλάτους 2 mm, που φέρουν τις υπό ανάλυση λιποπρωτεΐνες, 

µεταφέρθηκαν σε πήκτωµα µε κλίση συγκέντρωσης πολυακρυλαµίδης 4% ως 20%, 

αγορασµένα από την εταιρία BIO-RAD®.  

Η ανάλυση στην δεύτερη διάσταση που αναλύει τα σωµατίδια κυρίως βάση του 

µεγέθους τους, έγινε στα 90 V, στους 4 °C, σε µη αποδιατακτικό διάλυµα 1x TG [1L 10x 

TGS : 30,2 gr Tris-HCl, 144 gr Glycine], για 2-3 ώρες. Οι λιποπρωτεΐνες µεταφέρθηκαν 

από το πήκτωµα πολυακρυλαµίδης σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και ανίχνευση της 

πρωτεΐνης αποΑ-Ι επιτεύχθηκε µέσω του αντισώµατος AB740 έναντι της ανθρώπινης 
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αποA-I, σε αραίωση 1:2000 (goat polyclonal anti-human apoA-I antibody, από την 

Chemicon International). 

Aποµόνωση RNA και ανάλυση κατά Northern.  

Ολικό RNA αποµονώθηκε από το ήπαρ επίµυων, τέσσερις µέρες µετά την µόλυνση µε 

ανασυνδυασµένους αδενοϊούς, µε χρήση του αντιδραστηρίου Trizol® της Invitrogen και 

σύµφωνα µε της οδηγίες του κατασκευαστή. Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν περί τα 5 

mm3 ηπατικού ιστού και 1ml αντιδραστηρίου Trizol. Οµογενοποίηση του ιστού έγινε για 

30 sec σε οµογενοποιητή Minibeadbeater της Biospec Products. Ακολούθησε εκχύλιση 

µε 100 µl χλωροφορµίου και οµογενοποίηση του δείγµατος, για 10 sec. To RNA 

αποµoνώθηκε έπειτα από φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 15 λεπτά, στην υδατική 

φάση (υπερκείµενο). Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε καινούριο µικροσωλήνα 

φυγοκέντρησης και ακολούθησε κατακρήµνιση του RNA µε ίσο όγκο ισοπροπανόλης 

(περίπου 450 µl) και φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm, για 20 λεπτά. Αναδιάλυση του 

RNA έγινε σε νερό απαλλαγµένο από RNάσες µε χρήση DEPC (Diethylpyrocarbonate). 

Για την ανάλυση κατά Northern, δείγµατα 15 µg ολικού RNA αποδιατάχτηκαν σε 

διάλυµα φόρτωσης (RNA loading buffer) [125µl Dianozed Formamide, 40µl 

Formaldehyde, 20µl RNA running buffer και χρωστική bromophenol blue] µε επώαση 

στους 65ºC, για 10 λεπτά, και αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε 1.0% πήκτωµα 

φορµαλδεΰδης-αγαρόζης στα 20 V σε διάλυµα ηλεκτροφόρησης RNA (RNA running 

buffer), [20mM MOPS, 5mM Na-Acetate και 1mM EDTA], για 16-18 ώρες. To πήκτωµα 

για την ανάλυση του RNA κατασκευάστηκε µε 1 gr αγαρόζης σε 75 ml DEPC-H2O, και 

προσθήκη 16,7 ml Φορµαλδεΰδης, 7,5 ml διαλύµατος ηλεκτροφόρησης RNA και 5 µl 

Βρωµιούχου Αιθιδίου. Η δέσµευση του βρωµιούχου αιθιδίου στο RNA και  παρατήρηση 
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υπό UV ακτινοβολία επιβεβαίωσε την ποιότητα και το ισόποσο µεταξύ των δειγµάτων. 

Στην συνέχεια το RNA µεταφέρθηκε από το πήκτωµα σε νάιλον µεµβράνη Hybond XL® 

της Amersham σε διάλυµα 10x SSC [1,5 M NaCl; 0,3 M κιτρικό νάτριο, pH: 7], για 16 

ώρες. Μετά την µεταφορά του RNA στην µεµβράνη, η τελευταία εκπλένεται σε 2x SSC 

διάλυµα. Ακολούθησε πρόσδεση του RNA στην µεµβράνη (cross-linking) µε 

ακτινοβόληση στο υπεριώδες (UV irradiation) µέσω του Stratalinker της εταιρίας 

Stratagene, στα 0.12 J/cm2 για 30 sec.  

 

Ανιχνευτές επιπέδων έκφρασης mRNA (probes).  

Για την ανίχνευση των επιπέδων έκφρασης mRNA µέρους των γονιδίων που µελέτησα, 

χρησιµοποιήθηκαν αλληλουχίες 200-300 νουκλεοτιδίων από τα αντίστοιχα γονίδια 

στόχους. Για την απόκτησή τους έγινε PCR µε κατάλληλους εκκινητές (primers) σε DNA 

πλασµίδια που φέρουν την αλληλουχία του κάθε γονιδίου. Οι εκκινητές που 

χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: 

 

Γονίδιο 

στόχος 

Όνοµα 

εκκινητή 
Αλληλουχία εκκινητή (primer) 

Πλασµίδιο-

φορέας γονιδίου 

Εκκινητής 1 5’-AGTTTGAAGGCTCCGCCTTGGGAAA-3’ 
αποΑ-Ι 

Εκκινητής 2 5’-CACTTCTTCTGGAAGTCGTCCAGGTA-3’ 
pUC19-apoAIg 

Εκκινητής 1 5’-GACATGGACACCAAACATTTCCTG-3’ human 

RXRα Εκκινητής 2 5’-ATGTGCTTGGTGAAGGAAGCCAT-3’ 
pCDNA3-hRXRα

 

Οι υπόλοιποι ανιχνευτές κατασκευάστηκαν από τα πλασµίδια που φέρουν τις 

αλληλουχίες στόχους, µε χρήση εκκινητών τυχαίων εξάδων νουκλεοτιδίων (random 
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hexamers) σε αντιδράσεις πολυµερισµού. Για το γονίδιο-στόχος GAPDH 

(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) του ποντικού χρησιµοποιήθηκε το 

πλασµίδιο pTRI-GAPDH-Mouse της AMBION. Για το γονίδιο-στόχος HNF4α του 

ανθρώπου χρησιµοποιήθηκε το πλασµίδιο pMT2-HNF4α, ενώ για τα Smad3 και Smad7 

χρησιµοποιήθηκαν τα πλασµίδια pcDNA3-Smad3 και pcDNA3-Smad7, που φέρουν τις 

αντίστοιχες cDNA αλληλουχίες και προσφέρθηκαν ευγενικά από το εργαστήριο του ∆ρ. 

Καρδάση. 

Οι ανιχνευτές νουκλεϊκών οξέων (probes) κατασκευάστηκαν µέσω του συστήµατος 

Rediprime II Random Prime Labelling System (Amersham Biosciences), σύµφωνα µε τις 

οδηγίες του κατασκευαστή και βασίζεται την τυχαία εκκίνηση και αντιγραφή του DNA 

και επισήµανσή του µε [32P]dCTP. 

 

Υβριδοποίηση των ανιχνευτών (probes) µε το RNA.  

Για την υβριδοποίηση των ανιχνευτών µε το RNA οι µεµβράνες επωάστηκαν σε διάλυµα 

προ-υβριδοποίησης (pre-hybridization buffer) [5x Denhardt’s buffer, 50% Deionized 

formamide, 50mM Tris-HCl pH 7,5, 0,8M NaCl, 0,1% Sodium Phosphate, 10% Dextran 

Sulfate, 100 µg/ml Salmon sperm DNA, 0,5% SDS] στους 55°C, για 4 ώρες και στη 

συνέχεια το διάλυµα αντικαταστάθηκε µε νέο διάλυµα στο οποίο προστέθηκε ο 

ραδιοσηµασµένος ανιχνευτής (probe). Η υβριδοποίηση γίνεται στους 55°C, για 16 ώρες. 

Οι µεµβράνες µετά την υβριδοποίηση πλύθηκαν µε διάλυµα πλύσης (wash buffer) 

[2x SSC, 0,01% SDS] σε θερµοκρασία δωµατίου, 2 µε 3 φορές, αλλάζοντας το διάλυµα 

πλύσης, µέχρι η µέτρηση της ραδιενέργειας να πέσει στις 5000 κρούσεις ανα λεπτό 

(cpm) και το σήµα να είναι µεγαλύτερο του θορύβου (background) κατά 3 φορές.  
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Για την απεικόνιση του σήµατος, φιλµ εκτέθηκε στις µεµβράνες για τουλάχιστον 2 

ώρες, ανάλογα την ένταση του σήµατος, και στους -80°C για ελαχιστοποίηση διάχυσης 

του σήµατος. Ποσοτικοποίηση του σήµατος του ανιχνευτή έγινε µε χρήση 

PhosphorImager (model 400B) της Molecular Dynamics. Η κανονικοποίηση 

(normalization) του σήµατος για έκφραση mRNA της ανθρώπινης αποA-I έγινε σε σχέση 

µε τα επίπεδα έκφρασης mRNA για την  GAPDH (Glyseraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase) του ποντικού.   
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Α) IN VITRO ΚΑΙ IN VIVO ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΣΧΕΣΗΣ ∆ΟΜΗΣ - ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑΣ 

ΦΥΣΙΚΩΝ ΚΑΙ ΤΕΧΝΗΤΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ ΤΗΣ ΑΠΟΑ-Ι 

 

A1. ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ ΤΗΣ LCAT ΑΠΟ ΤΗΝ ΑΠΟΑ-Ι, IN VIVO. 

I. ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΩΝ Α∆ΕΝΟΪΩΝ ΠΟΥ ΕΚΦΡΑΖΟΥΝ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΕΣ 

ΜΟΡΦΕΣ ΤΗΣ ΑΠΟΑ-Ι ΤΟΥ ΑΝΘΡΩΠΟΥ KAI ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΚΑΙ ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ 

ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ ΜΟΡΦΩΝ. 

 

Κατασκευή ανασυνδυασµένων αδενοϊών που εκφράζουν µεταλλαγµένες µορφές της 

αποΑ-Ι. 

Για την κατασκευή των ανασυνδυασµένων αδενοϊών που εκφράζουν την WT και τις 

µεταλλαγµένες µορφές της αποΑ-Ι χρησιµοποιήθηκε το σύστηµα pAdEasy®, όπως 

περιγράφεται στην ενότητα «Υλικά και Μέθοδοι». Παράλληλα, κατασκευάστηκε και 

ένας κενός αδενοϊός που εκφράζει την GFP. Ο αδενοϊός αυτός χρησιµοποιήθηκε ως 

παράγοντας αρνητικού ελέγχου (negative control) στα πειράµατα που ακολούθησαν.  

Ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα είναι η κατασκευή του ανασυνδυασµένου αδενοϊού 

που φέρει το γονίδιο για την WT αποΑ-Ι. Συγκεκριµένα, µετά την κατασκευή του 

πλασµιδίου-φορέα “pAdTrack-CMV-WTapoA-I”, όπως αυτή περιγράφεται στο 

κεφάλαιο «Υλικά και Μέθοδοι», ακολουθήθηκαν οι οδηγίες του κατασκευαστή 

(Stratagene) για το σύστηµα pAdEasy. Σύµφωνα µε αυτό, κατάλληλα βακτήρια, 

“ΒJ5183-AD1”, µετασχηµατίστηκαν µε το πλασµίδιο-φορέας “pAdTrack-CMV-

WTαποA-I” σε γραµµική µορφή, µετά από πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο PmeI 

(Εικόνα 24A). Τα βακτήρια αυτά είναι δεκτικά για µετασχηµατισµό µε ηλεκτρικό παλµό 

(electrocompetent) και φέρουν τα κατάλληλα ένζυµα που επιτρέπουν τον ανασυνδυασµό  
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Εικόνα 24Α‐Β. Η διαδικασία κατασκευής του ανασυνδυασμένου αδενοϊικού 
πλασμιδίου  “pAd‐GFP‐WTapoA‐I”,  σύμφωνα  με  το  σύστημα  pAdEasy‐1 
(Stratagene). A. Δημιουργία γραμμικού μορίου “pAdTrack‐CMV‐WTapoA‐I” 
με  πέψη  του  πλασμιδίου  με  PmeI.  Ανάλυση  της  αντίδρασης  πέψης  σε 
πήκτωμα  αγαρόζης  και  B.  Ανάλυση  (screening)  κλώνων  μετά  από  τον 
ανασυνδυασμό του γραμμικού “pAdTrack‐CMV‐WTapoA‐I” με το αδενοϊικό 
πλασμίδιο  “pAdEasy‐1”,  έγινε  με  πέψη  τους  με  PacI  και  ανάλυση  σε 
πήκτωμα  αγαρόζης.  Η  αναγνώριση  μιας  ζώνης  μεγέθους  4.5  kb  στους 
κλώνους  2,  3,  4  και  9  υποδεικνύει  τον  επιτυχή  ανασυνδυασμό  και  την 
δημιουργία  του  πλασμιδίου  “pAd‐GFP‐WTapoA‐I”.  Στην  τελευταία  στήλη 
φαίνεται η εικόνα πέψης του πλασμιδίου “pAdTrack‐CMV‐WTapoA‐I” με το 
PacI  που  χρησιμοποιείται  ως  δείγμα  αρνητικού  ελέγχου  (negative  control) 
για  τυχόν  μη  ανασυνδυασμένα  πλασμίδια.  Όπου  Μ:  δείκτες  μοριακού 
βάρους. 
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(recombination) µορίων DNA. Από τον παραπάνω µετασχηµατισµό αναπτύχθηκαν 

αρκετές αποικίες, σε κατάλληλο θρεπτικό µέσο επιλογής που περιείχε καναµυκίνη, 

επιλέγοντας έτσι τους κλώνους που φέρουν το πλασµίδιο “pAdTrack-CMV-WTαποA-I” 

(το οποίο προσδίδει ανθεκτικότητα στην καναµυκίνη) ή ανασυνδυασµούς του µε το 

“pAdEasy-1”, µιας και το “pAdEasy-1” από µόνο του έχει ανθεκτικότητα σε αµπικιλίνη. 

Επιλέχθηκαν οι κλώνοι µε τις µικρότερες σε µέγεθος αποικίες, µιας και θεωρητικά αυτοί 

που περιέχουν ανασυνδυασµούς µε το µεγάλου µεγέθους πλασµίδιο “pAdEasy-1” (~30 

kb) αναπτύσσονται µε πιο αργό ρυθµό από αυτούς που φέρουν µόνο το

 “pAdTrack-CMV-WTαποΑ-Ι” (~10 kb). 

Για την επιλογή των κλώνων που φέρουν ανασυνδυασµένα πλασµίδια έγινε ανάλυση 

αποµονωµένων κλώνων (single colonies), οι οποίοι µετά από πέψη µε το περιοριστικό 

ένζυµο PacI, απελευθερώνουν µια ζώνη µεγέθους 3 kb ή 4.5 kb, ενδεικτικό του 

επιτυχούς ανασυνδυασµού των πλασµιδίων. Στην περίπτωση της WT αποΑ-Ι, βρέθηκαν 

4 θετικοί κλώνοι, που φέρουν το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο “pAd-GFP-WTαποΑ-Ι” 

(Εικόνα 24Β) από τους οποίους επιλέχθηκε ο υπ’αριθµόν 9 για την κατασκευή αδενοϊών 

που να εκφράζουν την WT αποΑ-Ι.  

Η δηµιουργία των αδενοϊών που εκφράζουν την WT αποΑ-Ι έγινε µε διαµόλυνση 

(transfection) ποσότητας 15 µg του πλασµιδίου “pAd-GFP-WΤαποΑ-Ι” σε γραµµική 

µορφή, µετά από επώαση µε το περιοριστικό ένζυµο PacI (εικόνα 1Β), σε καλλιέργειες 

κυττάρων 911 σε φλάσκες T-25. Την δηµιουργία των ανασυνδυασµένων αδενοϊών 

ακολούθησαν τα βήµατα πολλαπλασιασµού και καθαρισµού των αδενοϊικών 

σωµατιδίων, όπως αυτά περιγράφονται στην ενότητα «Υλικά και Μέθοδοι». Με 
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παρόµοιο τρόπο κατασκευάστηκαν και οι υπόλοιποι αδενοϊοί που αναφέρονται στην 

παρούσα διατριβή. 

Για την εκτίµηση του τίτλου κάθε αδενοϊού έγινε η δοκιµασία σχηµατισµού 

µολυσµατικών πλακών (plaque assay) σε κύτταρα 911. Ανάλογα µε τον αριθµό των 

µολυσµατικών πλακών που σχηµατίστηκαν στη µονοστοιβάδα των κυττάρων, 

υπολογίστηκε ο αριθµός µολυσµατικών σωµατιδίων (pfu, plaque forming unit) ανά 

χιλιοστό του λίτρου (ml) αδενοϊικού διαλύµατος (stock), µε την µορφή pfu/ml. 

Συγκεκριµένα για τους αδενοϊούς “Ad-GFP-αποΑ-Ι WΤ” µετρήθηκαν 29 µολυσµατικές 

πλάκες στην αραίωση 2 x 10-10 ml. Με τους κατάλληλους υπολογισµούς ο τίτλος των 

αδενοϊών για την WTαποΑ-Ι εκτιµήθηκε ως 1.45 x 1011 pfu/ml.  

Στον Πίνακα ΙΙΙ φαίνονται τα αποτελέσµατα της τιτλοδότησης των αδενοϊών που 

κατασκευάστηκαν. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ  IΙΙ.  Τιτλοδότηση  των  ανασυνδυασμένων 
αδενοϊών  που  κατασκευάστηκαν  και  εκφράζουν 
μορφές της αποΑ‐Ι ή μόνο την πρωτεΐνη GFP 
 

Ανασυνδυασμένοι αδενοϊοί 
Τίτλος 
(pfu/ml) 

Ad‐GFP  1.5 x 1011

Ad‐GFP‐αποΑ‐Ι WT  1.45 x 1011

Ad‐GFP‐αποΑ‐Ι(Leu141Arg)Pisa 1.25 x 1011

Ad‐GFP‐αποΑ‐Ι(Leu159Arg)FIN 2.5 x 1011

Ad‐GFP‐αποΑ‐Ι(Arg149Ala)  1.15 x 1011

Ad‐GFP‐αποΑ‐Ι(Arg151Cys)Paris 1.2 x 1011

Ad‐GFP‐αποΑ‐Ι(Arg160Leu)Oslo 2.1 x 1011

Ad‐GFP‐αποΑ‐Ι(Leu178Pro)  2.2 x 1011
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Πρωτεϊνική έκφραση και έκκριση των µεταλλαγµένων µορφών της αποΑ-Ι σε 

κύτταρα HTB-13. 

Για να ελεγχθούν τα επίπεδα έκφρασης και η έκκριση των διαφόρων µορφών αποΑ-Ι που 

φέρουν και εκφράζουν οι ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί που κατασκευάστηκαν, 

χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα HTB-13. Τα κύτταρα αυτά µολύνθηκαν µε 

ανασυνδυασµένους αδενοϊούς που φέρουν τα γονίδια για την WT και τις µεταλλαγµένες 

µορφές της αποΑ-Ι. Η µόλυνση έγινε µε πολλαπλότητα µόλυνσης (ΜΟΙ: multiplicity of 

infection) ίση µε 10, δηλαδή 10 µολυσµατικές µονάδες αδενοϊών ανά κύτταρο. Ανάλυση 

του θρεπτικού µέσου των κυττάρων έπειτα από 24 ώρες επώασης, µε ηλεκτροφόρηση 

(SDS-PAGE), έδειξε ότι τόσο η WT αποΑ-Ι όσο και οι µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-

Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, αποΑ-Ι(Arg149Ala), αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris 

και αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo εκφράζονται και εκκρίνονται στο θρεπτικό µέσο σε 

παρόµοια επίπεδα (Εικόνα 25). Χρησιµοποιώντας ως πρότυπα δείγµατα (standards) 

ποσότητες της πρωτεΐνης BSA που αναλύθηκαν παράλληλα µε τα δείγµατα του 

θρεπτικού µέσου, και µε εκτίµηση της πυκνότητας µέσω ψηφιακής σάρωσης (scanning 

densitometry) για το κάθε δείγµα, υπολογίστηκε ο ρυθµός έκκρισης της κάθε µορφής 

αποΑ-Ι στο θρεπτικό µέσο. 

Σε ένα τυπικό πείραµα, βρέθηκε ότι η WT αποΑ-Ι και οι µεταλλαγµένες µορφές 

αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, αποΑ-Ι(Arg149Ala), αποΑ-

Ι(Arg151Cys)Paris και αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo εκκρίνονται σε καλλιέργειες κυττάρων 

HTB-13 σε παρόµοια επίπεδα µε ρυθµό 25-45 µg/ml/24h (Εικόνα 25). Χρήση 

µεγαλύτερης ποσότητας αδενοϊών (ΜΟΙ 20) σε HTB-13 σε καλλιέργειες σε τρυβλία P-

100 αύξησε το ρυθµό παραγωγής και έκκρισης των πρωτεϊνών στα ~150 µg/ml/24h. 
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Εικόνα  25.  Ανάλυση  SDS‐PAGE  100μl  θρεπτικού  μέσου  από 
καλλιέργειες  HTB‐13  κυττάρων,  σε  τρυβλία  P‐100,  μολυσμένων  με 
αδενοϊούς  (ΜΟΙ 10) που  εκφράζουν  τις αναφερόμενες στο πάνω μέρος 
της εικόνας μορφές της αποΑ‐Ι. Ποσότητες 2, 5 και 10 μg πρωτεΐνης BSA 
αναλύθηκαν  για  ποσοτικό  προσδιορισμό.  Όπου  Μ:  δείκτες  μοριακού 
βάρους. 
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Παραγωγή, αποµόνωση και καθαρισµός µορφών της αποΑ-Ι. 

Για να µελετηθούν οι ιδιότητες των µεταλλαγµένων µορφών της αποΑ-Ι σε σχέση µε την 

WT µορφή, in vitro, χρειάστηκε να παραχθούν µεγάλες ποσότητες των εν λόγω 

πρωτεϊνών. Για το σκοπό αυτό κύτταρα HTB-13 καλλιεργήθηκαν σε 6 κυλινδρικά δοχεία 

(roller bottles) και µολύνθηκαν µε αδενοϊούς που εκφράζουν τις πρωτεΐνες αποΑ-

Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, αποΑ-Ι(Arg149Ala), αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris, 

αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo και την WT αποΑ-Ι σε ΜΟΙ 20. Κάθε κυλινδρικό δοχείο φέρει 

πληθυσµό κυττάρων που αντιστοιχεί σε περίπου 3.6 x 108 κύτταρα κατά την ηµέρα της 

µόλυνσης. Το θρεπτικό µέσο από τα κυλινδρικά δοχεία συλλέχθηκε κάθε µέρα για 5 

µέρες και αντικαταστάθηκε µε φρέσκο θρεπτικό µέσο όπως περιγράφεται στην ενότητα 

«Υλικά και Μέθοδοι». Συνολικά, συλλέχθηκε 1,5 L θρεπτικού για κάθε µορφή της 

αποΑ-Ι από το οποίο αποµονώθηκε η κάθε πρωτεΐνη όπως περιγράφεται στην ενότητα 

«Υλικά και Μέθοδοι».  

Συγκεκριµένα, για την WT µορφή της αποΑ-Ι, συλλέχθηκε το θρεπτικό µέσο από 6 

κυλινδρικά δοχεία µετά από επώαση για 24 ώρες και για 5 µέρες. Ως ένα πρώτο βήµα 

ελέγχου της ποσότητας και της ποιότητας έκφρασης της πρωτεΐνης αποΑ-Ι, δείγµα 100 

µl από το θρεπτικό µέσο κάθε ηµέρας αναλύθηκε µε SDS-PAGE. Στην Εικόνα 26 

φαίνεται η ποσότητα της WT αποΑ-Ι που υπήρχε στο κάθε δείγµα, ανά ηµέρα συλλογής. 

Φαίνεται ότι η έκφραση της αποΑ-Ι αυξάνεται κάθε ηµέρα µέχρι την ηµέρα 3 ενώ 

υπάρχει έκφραση πρωτεΐνης µέχρι και 5 ηµέρες µετά την µόλυνση των κυττάρων.  

Το σύνολο του θρεπτικού µέσου πέρασε από φίλτρο για αποµάκρυνση αιωρούµενων 

κυττάρων και στη συνέχεια εξισορροπήθηκε έναντι διαλύµατος 0.01Μ Tris-HCl για 3 

ώρες και µε αλλαγή του διαλύµατος 3 φορές, υπό ανάδευση στους 4ºC. Ακολούθησε το. 
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Εικόνα  26.  SDS‐PAGE  ανάλυση  100  μl  θρεπτικού  μέσου  που 
συλλέχθηκε  από  κυλινδρικά  δοχεία  με  καλλιέργειες  κυττάρων 
ΗΤΒ‐13  που  μολύνθηκαν  με  αδενοϊούς  που  εκφράζουν  την  WT 
αποΑ‐Ι  (ΜΟΙ  20).  Τα  δείγματα  προέρχονται  από  συλλογή  300 ml 
θρεπτικού  μέσου  ανά  ημέρα  συλλογής.  Δείγματα  1,  3  και  5  μg 
πρωτεΐνης  BSA  αναλύθηκαν  παράλληλα,  για  τον  ποσοτικό 
προσδιορισμό της αποΑ‐Ι πρωτεΐνης. 
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πρώτο βήµα καθαρισµού και αποµόνωσης της πρωτεΐνης αποΑ-Ι µε ανάλυση µέσω 

στήλης ιοντοανταλλαγής. Το θρεπτικό µέσο «φορτώθηκε» στην στήλη σε δύο δόσεις, 

χρησιµοποιώντας 750 ml θρεπτικού µέσου κάθε φορά. Συνολικά προέκυψαν 42 

κλάσµατα, 3 ml το καθένα. ∆είγµα 50 µl από ένα εύρος κλασµάτων (κλάσµατα 10 έως 

36) αναλύθηκε για την παρουσία πρωτεΐνης αποΑ-Ι. Στην Εικόνα 27 φαίνεται η 

κατανοµή της WT αποΑ-Ι στα κλάσµατα της στήλης ιοντοανταλλαγής για κάθε δόση 

θρεπτικού µέσου. Φαίνεται η συν-έκλουση της πρωτεΐνης GFP που εκφράζουν οι 

αδενοϊοί µαζί µε την αποΑ-Ι στα κλάσµατα 14-18, ενώ στα κλάσµατα 20-26 φαίνεται ότι 

η αποΑ-Ι έχει εκλουσθεί καθαρή και σε αρκετή ποσότητα. Τα κλάσµατα 20 έως 26, 

συνολικού όγκου 21 ml, αναµείχθηκαν και συγκεντρώθηκαν µέσω φυγοκέντρησης σε 

κατάλληλα φίλτρα, σε όγκο µικρότερο των 3 ml.  

Το δεύτερο βήµα καθαρισµού και αποµόνωσης της αποΑ-Ι είναι η ανάλυση του 

συγκεντρωµένου διαλύµατος των κλασµάτων της στήλης ιοντοανταλλαγής µέσα από 

στήλη µοριακής διήθησης (Hi-Prep Sephacryl S-200). Η έκλουση έγινε µε 0.15 Μ 

Ανθρακικού Αµµωνίου και προέκυψαν 92 κλάσµατα των 1.2 ml το καθένα. 

Για να βρεθούν τα κλάσµατα στα οποία εκλούστηκε η πρωτεΐνη αποΑ-Ι ακολούθησε 

ανάλυση σε SDS-PAGE δείγµατος 20 µl από τα κλάσµατα 30 έως 60 της στήλης 

µοριακής διήθησης. Τα κλάσµατα 41 έως 49 περιέχουν αποΑ-Ι σε διµερή µορφή ενώ τα 

κλάσµατα 50 έως 58 φέρουν µονοµερή αποΑ-Ι µαζί µε την οποία εκλούεται και η 

πρωτεΐνη GFP που εκφράζεται από τους ανασυνδυασµένους αδενοϊούς (Εικόνα 28). 
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Εικόνα 27Α‐Β. SDS‐PAGE ανάλυση δείγματος 50 μl από τα κλάσματα 13  ‐ 
36  της  χρωματογραφίας  ιοντοανταλλαγής  (υποδεικνύονται  στο  κάτω 
μέρος) «Hi TrapQ» στην οποία αναλύθηκε θρεπτικό μέσο που περιείχε WT 
αποΑ‐Ι.  Τα  κλάσματα  20  ‐  26  περιέχουν  κυρίως  καθαρή  αποΑ‐Ι  ενώ  στα 
κλάσματα  16  –  18  συνυπάρχει  με  την  GFP  που  εκφράζεται  από  τους 
αδενοϊούς.  Τα  Α  και  Β  αντιπροσωπεύουν  ανάλυση  δύο  διαφορετικών 
δειγμάτων θρεπτικού μέσου όγκου 750 ml το καθένα που συλλέχθηκε μετά 
από  επώαση HTB‐13  κυττάρων  μολυσμένων  με  αδενοϊούς  που φέρουν  το 
γονίδιο  της WT  αποΑ‐Ι  (ΜΟΙ 20). Δείγμα 10μg πρωτεΐνης BSA  αναλύθηκε 
παράλληλα  για  ποσοτικό  προσδιορισμό.  Όπου  Μ:  δείκτες  μοριακού 
μεγέθους.  
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Εικόνα 28. Δεύτερο βήμα καθαρισμού της WT αποΑ‐Ι. SDS‐PAGE ανάλυση δείγματος 
20 μl από τα κλάσματα της χρωματογραφίας μοριακής διήθησης μέσω της στήλης Hi‐
Prep Sephacryl S‐200. Η αποΑ‐Ι διαχωρίζεται σε δύο κορυφές, η πρώτη στα κλάσματα 
40 – 49 αντιπροσωπεύει  τα αυθόρμητα‐σχηματιζόμενα διμερή αποΑ‐Ι  ενώ η  δεύτερη 
στα  κλάσματα  50  –  60  αντιπροσωπεύει  την  μονομερή  μορφή  της  αποΑ‐Ι  η  οποία 
εκλούεται κοντά με την GFP (κλάσματα 55 ‐ 60). Ποσότητες 2 και 5 μg πρωτεΐνης BSA 
αναλύθηκαν παράλληλα για ποσοτικό προσδιορισμό των πρωτεϊνών. Όπου Μ: δείκτες 
μοριακού μεγέθους. 
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Οι δύο πληθυσµοί της αποΑ-Ι συλλέχθηκαν χωριστά σε δύο όγκους 10.8 ml ο 

καθένας, και υπέστησαν λυοφιλοποίηση. Μετά το τέλος της διαδικασίας αυτής, η αποΑ-Ι 

σε µορφή σκόνης διατηρήθηκε στους -80ºC. Για την εκτίµηση της ποσότητας της 

καθαρισµένης πρωτεΐνης ακολούθησε ζύγιση και επαναδιάλυση 1 mg λυοφιλοποιηµένης 

πρωτεΐνης σε 100 µl διαλύµατος 1x PBS. ∆είγµα από το διάλυµα της πρωτεΐνης 

χρησιµοποιήθηκε για την ποσοτικοποίηση πρωτεϊνών µέσω της µεθόδου Bradford. Η 

συνολική ποσότητα πρωτεΐνης WT αποΑ-Ι που αποµονώθηκε σε καθαρή µορφή 

προσδιορίστηκε στα 16 mg. 

Η ίδια διαδικασία ακολουθήθηκε στη περίπτωση των µεταλλαγµένων µορφών της 

αποΑ-Ι αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, αποΑ-Ι(Arg149Ala), αποΑ-

Ι(Arg151Cys)Paris και αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo. Οι ποσότητες που αποµονώθηκαν για την 

κάθε µορφή αποΑ-Ι φαίνονται στον Πίνακα IV. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ  ΙV.  Ποσότητες  καθαρής  πρωτεΐνης  που  απομονώθηκαν 
για τις in vitro μελέτες, από κάθε μορφή αποΑ‐Ι. 

Μορφή απολιποπρωτεΐνης Α‐Ι  Ποσότητα καθαρής πρωτεΐνης 

WT αποΑ‐Ι  16 mg 

αποΑ‐Ι(Leu141Arg)Pisa 31 mg 

αποΑ‐Ι(Leu159Arg)FIN 25 mg 

αποΑ‐Ι(Arg149Ala)  18 mg 

αποΑ‐Ι(Arg151Cys)Paris 21 mg 

αποΑ‐Ι(Arg160Leu)Oslo 30 mg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

122 



 

ΙΙ. IN VITRO ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ Ι∆ΙΟΤΗΤΩΝ ΤΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΕΝΩΝ ΜΟΡΦΩΝ ΤΗΣ ΑΠΟΑ-Ι 

 

ABCA1-εξαρτώµενη έξοδος χοληστερόλης (cholesterol efflux). 

Μια από τις ιδιότητες της αποΑ-Ι που µελετήθηκαν είναι η ικανότητά της να επάγει την 

έξοδο χοληστερόλης µέσω της αλληλεπίδρασής της µε τον µεταφορέα λιπιδίων ABCA1 

(ATP binding cassette class A1). Για να µελετηθεί η ικανότητα των µεταλλαγµένων 

µορφών της αποΑ-Ι να επάγουν έξοδο χοληστερόλης σε σύγκριση µε την WT αποΑ-Ι, 

χρησιµοποιήθηκαν J774 κύτταρα (µακροφάγα κύτταρα ποντικού). Τα κύτταρα J774 

επωάστηκαν µε το ανάλογο του cAMP, cpt-cAMP, το οποίο επάγει την έκφραση του 

ABCA1 (Le Goff et al. 2006). Τα κύτταρα και στις δύο συνθήκες επωάστηκαν µε 1 µM 

καθαρής πρωτεΐνης αποΑ-Ι (WT ή µεταλλαγµένες µορφές) στο θρεπτικό µέσο, για 4 

ώρες, πριν µετρηθεί η ποσότητα της χοληστερόλης που εξήλθε από τα κύτταρα στο 

θρεπτικό µέσο. Η καθαρή cpt-cAMP-εξαρτώµενη έξοδος χοληστερόλης από τα κύτταρα 

J774 υπολογίστηκε από την διαφορά των τιµών εξόδου χοληστερόλης που βρέθηκαν από 

κύτταρα που επωάστηκαν µε το ανάλογο του cAMP από τις τιµές εξόδου χοληστερόλης 

από κύτταρα στα οποία δεν χορηγήθηκε το ανάλογο (Εικόνα 29Α). Οι τιµές καθαρής 

εξόδου χοληστερόλης που αντιστοιχούν στην WT αποΑ-Ι ορίστηκαν ως 100%. Η µελέτη 

αυτή έδειξε ότι η cpt-cAMP-εξαρτώµενη, και κατ’επέκταση ABCA1-εξαρτώµενη, 

έξοδος χοληστερόλης παρουσία των πρωτεϊνών αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-

Ι(Leu159Arg)FIN, αποΑ-Ι(Arg149Ala), αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris και αποΑ-

Ι(Arg160Leu)Oslo είναι 86%, 113%, 94%, 98% και 105% σε σχέση µε την WT αποΑ-Ι 

πρωτεΐνη (Εικόνα 29Β).  
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Εικόνα 29Α‐Β. Α. Έξοδος χοληστερόλης από J774 μακροφάγα κύτταρα παρουσία 
της WT  ή  των  μεταλλαγμένων  μορφών  της  αποΑ‐Ι,  μετά  από  επώαση  με  το 
ανάλογο του cAMP  (ολική έξοδος χοληστερόλης, λευκοί κύλινδροι), ή απουσία
του  αναλόγου  (μη  ειδική  έξοδος,  μπλε  κύλινδροι).  Οι  τιμές  αντιπροσωπεύουν 
μέσες  τιμές  ±S.D.  από  τρία  ανεξάρτητα  πειράματα  που  έγιναν  εις  διπλούν. Β.
Καθαρή,  cAMP‐εξαρτώμενη  έξοδος  χοληστερόλης.  Αντιπροσωπεύει  την
διαφορά  της  ολικής από  την μη  ειδική  έξοδο χοληστερόλης.  Τα ποσοστά στην
κορυφή των ράβδων αναφέρονται σε σχέση με την WT αποΑ‐Ι, που ορίζεται ως 
100%.  
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Συµπερασµατικά, η ικανότητα των µεταλλαγµένων µορφών της αποΑ-Ι να επάγουν 

έξοδο χοληστερόλης από τα µακροφάγα J774, µέσω του µεταφορέα ABCA1 βρέθηκε να 

είναι φυσιολογική και παρόµοια µε την ικανότητα της αγρίου τύπου αποΑ-Ι. 

 

Ενεργοποίηση του ενζύµου LCAT, in vitro. 

Για την µελέτη της ικανότητας των µεταλλαγµένων µορφών της αποΑ-Ι να επάγουν την 

ενεργοποίηση του ενζύµου LCAT, χρησιµοποιήθηκαν αναδιοργανωµένα σωµατίδια HDL 

που περιείχαν την WT ή τις µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-

Ι(Leu159Arg)FIN, αποΑ-Ι(Arg149Ala), αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris και αποΑ-

Ι(Arg160Leu)Oslo. Η ενεργότητα του ενζύµου LCAT εκφράστηκε ως ο ρυθµός 

παραγωγής σηµασµένων εστέρων χοληστερόλης από σηµασµένα µε 14C-χοληστερόλη 

αναδιοργανωµένα σωµατίδια HDL (rHDL). Για την αντίδραση κινητικής για την 

εστεροποίηση της χοληστερόλης των rHDL σωµατιδίων που περιείχαν την αποΑ-

Ι(Arg151Cys)Paris και αποΑ-Ι(Arg149Ala) χρησιµοποιήθηκε συγκέντρωση ενζύµου 

LCAT ίση µε αυτή που χρησιµοποιήθηκε για τα σωµατίδια που περιέχουν την WT αποΑ-

Ι. Η αρχική ταχύτητα εστεροποίησης της χοληστερόλης των σωµατιδίων rHDL που 

περιείχαν τις µορφές αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, και αποΑ-

Ι(Arg160Leu)Oslo (όταν χρησιµοποιήθηκε η ίδια µε παραπάνω συγκέντρωση ενζύµου 

LCAT) ήταν πολύ χαµηλή αλλά µπορούσε να αυξηθεί µε ανάλογη αύξηση της 

συγκέντρωσης του ενζύµου στο µείγµα της αντίδρασης. Βρέθηκε ότι 20 φορές αύξηση 

της συγκέντρωσης του ενζύµου στο µείγµα της αντίδρασης που περιείχε τα σωµατίδια µε 

τις αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN και αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslο ήταν 

αρκετή για να δώσει τιµές αρχικής ταχύτητας αντίδρασης παρόµοιες µε αυτές που 
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λαµβάνονται για την WT αποΑ-Ι µε την φυσιολογική συγκέντρωση ενζύµου. 

Λαµβάνοντας υπ’όψιν την συγκέντρωση του ενζύµου που χρησιµοποιήθηκε κάθε φορά, 

υπολογίστηκαν οι τιµές της φαινοµενικής VΜΑΧ (VMAXapp), που είναι δείκτης της 

ταχύτητας της αντίδρασης, και της φαινοµενικής KM (KMapp), που είναι δείκτης 

συνάφειας ενζύµου-υποστρώµατος, για τη κάθε µεταλλαγµένη µορφή της αποΑ-Ι, και 

συγκρίθηκαν µε αυτές που αντιστοιχούν στην WT αποΑ-Ι. 

Η µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa παρουσίασε σηµαντικά µειωµένες 

τιµές VMAXapp και φυσιολογικές τιµές KMapp ενώ οι αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, αποΑ-

Ι(Arg149Ala) και αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslο παρουσίασαν µειωµένες τιµές VMAXapp και 3,5-

, 1,7- και 3,3-φορές αύξηση στις τιµές των KMapp, αντίστοιχα, σε σχέση µε την WT 

αποΑ-Ι. Για την µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris οι τιµές της VMAXapp 

βρέθηκαν σχεδόν φυσιολογικές ενώ η τιµές της KMapp παρουσιάζουν 2,8-φορές αύξηση, 

σε σχέση µε τις τιµές για την WT αποΑ-Ι (Εικόνα 30).  

Η ενεργοποίηση του ενζύµου LCAT από την απολιποπρωτεΐνη Α-Ι, όπως εκφράζεται 

από τον λόγο VMAXapp/KMapp, για τις αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, 

αποΑ-Ι(Arg149Ala), αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris και αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo είναι στο 

0,41%, 2,07%, 5.2%, 28,4% και 2,7%, αντίστοιχα για κάθε µετάλλαξη, σε σχέση µε την 

αποΑ-Ι όπως παρουσιάζεται διαγραµµατικά στην Εικόνα 31.  

Είναι εµφανές ότι οι µεταλλάξεις προκαλούν δραµατική µείωση της ικανότητας της 

αποΑ-Ι να ενεργοποιεί το ένζυµο LCAT, in vitro, που εστεροποιεί την χοληστερόλη των 

rHDL σωµατιδίων. 
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Εικόνα 30. Ανάλυση κινητικής αντίδρασης κατά Michaelis‐Menten για την 
δραστικότητα  εστεροποιήσης  της  χοληστερόλης  από  την  LCAT 
χρησιμοποιώντας  αυξανόμενες  συγκεντρώσεις  υποστρώματος,  δηλαδή 
rHDL που σχηματίζεται χρησιμοποιώντας διάφορες μορφές αποΑ‐Ι: Α. WT 
αποΑ‐Ι,  Β.  αποΑ‐Ι(Leu141Arg)Pisa,  Γ.  αποΑ‐Ι(Leu159Arg)FIN,  Δ.  αποΑ‐
Ι(Arg149Ala),  Ε.  αποΑ‐Ι(Arg151Cys)Paris  και  ΣΤ.  αποΑ‐Ι(Arg160Leu)Oslo. 
Υποδεικνύονται οι τιμές φαινομενικής Vmax και Km για κάθε αντίδραση, 
καθώς και η χρήση αυξημένης συγκέντρωσης ενζύμου, όπου χρειάστηκε. 
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Εικόνα  31.  Καταλυτική  δραστικότητα  (catalytic  efficiency)  της LCAT  (VMAXapp/KMapp) 
που  αντιστοιχεί  σε  υπόστρωμα  σωματιδίων  rHDL  που  περιέχουν  WT  ή  τις 
μεταλλαγμένες  μορφές  της  αποΑ‐Ι,  όπως  αναγράφονται  στην  εικόνα.  Στο  κάτω 
μέρος  αναφέρονται  οι  τιμές  της  φαινομενικής  VMAX  και  KM    από  τις  αντιδράσεις 
κινητικής  ±  S.D.  από  τρία  ανεξάρτητα  πειράματα,  που  έγιναν  εις  διπλούν.  Στην 
κορυφή  των  κυλίνδρων  αναφέρεται  η  δραστικότητα  ως  ποσοστό  αυτής  που 
αντιστοιχεί στην WT αποΑ‐Ι, που ορίζεται ως 100%. 
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ΙΙΙ. ΙN VIVO MΕΛΕΤΗ ΦΥΣΙΚΩΝ ΚΑΙ ΤΕΧΝΗΤΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ ΤΗΣ ΑΠΟΑ-Ι 

 

Επίπεδα λιπιδίων στο πλάσµα αποΑ-Ι-/- ποντικών µετά από µόλυνση µε 

ανασυνδυασµένους αδενοϊούς που εκφράζουν την WT ή τις µεταλλαγµένες µορφές της 

αποΑ-Ι 

Για τα in vivo πειράµατα χρησιµοποιήθηκαν ποντίκια µε έλλειψη του γονιδίου της αποΑ-

Ι (αποΑ-Ι-/-). Τα ποντίκια αυτά ενέθηκαν µε ανασυνδυασµένους αδενοϊούς προκειµένου 

να εκφραστούν κυρίως στο ήπαρ τους οι αγρίου τύπου και η διάφορες µεταλλαγµένες 

µορφές της αποΑ-Ι. Οι δόσεις µόλυνσης κυµάνθηκαν µεταξύ 1 και 2 x 109 

µολυσµατικών σωµατιδίων (pfu) προκειµένου να επιτευχθούν ικανοποιητικά επίπεδα 

ηπατικής έκφρασης των πρωτεϊνών και να είναι συγκρίσιµα µεταξύ τους. Υψηλότερες 

δόσεις µεταλλαγµένων πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκαν για εξερεύνηση πιθανών 

διαφορετικών φαινοτύπων.  

Ανάλυση των επιπέδων των λιπιδίων και της πρωτεΐνης αποΑ-Ι στο πλάσµα, 4 

ηµέρες µετά την µόλυνση, έδειξε ότι, σε σύγκριση µε την WT αποΑ-Ι, τα ποντίκια που 

εκφράζουν τις µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa και αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN 

είχαν δραµατική µείωση, σχεδόν 90%, στα επίπεδα ολικής χοληστερόλης στο πλάσµα 

και χαµηλό λόγο εστέρων χοληστερόλης προς ολική χοληστερόλη (CE/TC), 0,44 και 

0,13, αντιστοίχως. Τα επίπεδα τριγλυκεριδίων και φωσφολιπιδίων στο πλάσµα βρέθηκαν 

και αυτά µειωµένα. (Πίνακας V).  

Στην περίπτωση ποντικών που είχαν µολυνθεί µε αδενοϊούς που εκφράζουν τις 

µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-Ι(Arg149Ala), αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris και αποΑ-

Ι(Arg160Leu)Oslo τα επίπεδα ολικής χοληστερόλης στο πλάσµα και ο λόγος CE/TC ήταν  



130 

Πίνακας V. Συγκεντρωτικός πίνακας των επιπέδων των λιπιδίων και της αποΑ‐Ι καθώς και των ηπατικών επιπέδων 
αποΑ‐Ι mRNA σε αποA‐I‐/‐ επίμυες, 4 ημέρες μετά από μόλυνση με ανασυνδυασμένους αδενοϊούς που εκφράζουν την 
WT ή μεταλλαγμένες μορφές της αποΑ‐Ι ή την πρωτεΐνη‐ελέγχου GFP, και ποντικών που δεν μολύνθηκαν με αδενοϊούς. 
 

Εκφραζόμενη πρωτεΐνη  
Ολική 

Χοληστερόλη 
(TC) (mg/dl) 

Ελεύθερη 
Χοληστερόλη 
(FC) (mg/dl) 

Εστέρες 
Χοληστερόλης 
(CE) (mg/dl) 

CE/TC  Τριγλυκερίδια  Φωσφολιπίδια 
αποA‐I 
mRNA 

αποA‐I 
πρωτεΐνη 
(mg/dl) 

GFP  40 ± 5  19 ± 6  21 ± 3  0.53 ± 0.01  45 ± 4  78 ± 8  ‐  ‐ 

WT αποA‐I   190 ± 43  51 ± 15  139 ± 28  0.73 ± 0.06  76 ± 161  381 ± 85  100 ± 32  204 ± 47 

αποA‐I WT +hLCAT  458 ± 117  59 ± 4  398 ± 120  0.86 ± 0.04  82 ± 0.3  239 ± 42  60 ± 8  159 ± 22 

αποA‐I(Leu141Arg)Pisa 23 ± 0.4  11 ± 0.4  10 ± 0.8  0.44 ± 0.03  11 ± 2.8  41 ± 1  88 ± 9  17 ± 4 
αποA‐I(Leu141Arg)Pisa 

+hLCAT 
184 ± 53  59 ± 16  125 ± 37  0.68 ± 0.01  41 ± 0.3  50 ± 22  91 ± 2  224 ± 7 

αποA‐I(Leu159Arg)FIN 16 ± 5  14 ± 4  2 ± 1  0.13 ± 0.04  25 ± 4  19 ± 6  216 ± 32  25 ± 9 
αποA‐I(Leu159Arg)FIN 

+hLCAT 
224 ±22  61 ± 8  163 ± 15  0.73 ± 0.01  53 ± 15  94 ± 30  63 ± 9  190 ± 20 

αποA‐I(Arg151Cys)Paris 75 ± 14  32 ± 8  42 ± 7  0.52 ± 0.08  10 ± 3.6  119 ± 12  63 ± 10  91 ± 11 
αποA‐I(Arg151Cys)Paris 

διπλάσια δόση 
179 ± 51  108 ± 20  71 ± 23  0.40 ± 0.04  151 ± 28  510 ± 135  239 ± 40  223 ± 56 

αποA‐I(Arg151Cys)Paris 
+hLCAT 

437 ± 89  143 ± 22  294 ± 66  0.67 ± 0.01  104 ± 29  561 ± 86  64 ± 5  199 ± 52 

apoA‐I (Arg149Ala)  78 ± 10  43 ± 12  35 ± 2  0.44 ± 0.06  47 ± 8  138 ± 21  115 ± 12  72 ± 26 
apoA‐I (Arg149Ala) 

+hLCAT 
216 ± 67  64 ± 21  152 ± 43  0.70 ± 0.02  54 ± 6  213 ± 80  50 ± 6  188 ±68 

apoA‐I(Arg160Leu)Oslo 43 ± 13  33 ± 8  10 ± 3  0.23 ± 0.01  36 ± 4  116 ± 48  117 ± 30  66 ± 31 
apoA‐I(Arg160Leu)Oslo 

+hLCAT  250 ± 47  45 ± 7  205 ± 41  0.82 ± 0.01  62 ± 11  277 ± 73  60 ± 1  127 ± 26 

apoA‐I(Leu178Pro)  92 ± 16  21 ± 8  71 ± 11  0.78 ± 0.06  26 ± 4  232 ± 27  134 ± 63  150 ± 35 
Χωρίς μόλυνση                  

apoA‐I‐/‐ 30 ± 5  11 ± 2  19 ± 5  0.63 ± 0.02  27 ± 3  7 ± 2   ‐  ‐ 

C57BL/6  96 ± 16  22 ± 2  74 ± 18  0.76 ± 0.05  19 ± 0.7  170 ± 20  ‐  ‐ 
Μέσες τιµές ± S.D. (n= 4-6) 

 



 

µειωµένος, σε σχέση µε τα ποντίκια που είχαν µολυνθεί µε αδενοϊούς που φέρουν την 

WT αποΑ-Ι, αν και σε µικρότερο βαθµό από τις δύο προαναφερθείσες µεταλλαγµένες 

µορφές. Λαµβάνοντας υπ’όψιν τα επίπεδα του mRNA, η έκφραση των µεταλλαγµένων 

µορφών αποΑ-Ι(Arg149Ala), αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris και αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo έδωσε 

µειωµένη χοληστερόλη και αποΑ-Ι στο πλάσµα στο 35%, 63% και 20% των τιµών για 

την WT αποΑ-Ι, αντίστοιχα. Επίσης, ο λόγος εστέρων χοληστερόλης προς ολική 

χοληστερόλη (CE/TC) για τις τρεις µεταλλαγµένες µορφές ήταν χαµηλός και 

συγκεκριµένα στο 0,44 για την αποΑ-Ι(Arg149Ala), 0,52 για την αποΑ-

Ι(Arg151Cys)Parisκαι 0,23 για την αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo (Πίνακας V). Τα 

αποτελέσµατα αυτά φανερώνουν προβληµατική εστεροποίηση της χοληστερόλης του 

πλάσµατος. 

Η µόλυνση αποΑ-/- ποντικών µε αδενοϊούς που εκφράζουν την µεταλλαγµένη µορφή 

αποΑ-Ι(Leu178Pro), είχε ως αποτέλεσµα µικρή µείωση στα επίπεδα ολικής 

χοληστερόλης και αποΑ-Ι στο πλάσµα. Ο λόγος CE/TC του πλάσµατος των ποντικών 

αυτών βρέθηκε παρόµοιος µε αυτόν του πλάσµατος ποντικών που εκφράζουν την WT 

αποΑ-Ι, υποδεικνύοντας ότι η εστεροποίηση της χοληστερόλης στο πλάσµα συµβαίνει σε 

φυσιολογικούς ρυθµούς. 

Τα επίπεδα έκφρασης του mRNA των διαφόρων µορφών της αποΑ-Ι, στο ήπαρ των 

ποντικών ήταν συγκρίσιµα µεταξύ τους, όπως φάνηκε µετά από ανάλυση Northern. Τα 

επίπεδα mRNA της WT αποΑ-Ι ορίστηκαν ως 100% (Πίνακας V).  

Χορήγηση αδενοϊών που εκφράζουν µόνο την GFP χρησιµοποιήθηκαν ως αρνητικά 

πειράµατα ελέγχου (negative control) και δεν επηρέασαν τα επίπεδα λιπιδίων στο 
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πλάσµα των ποντικών, σε σχέση µε τα αποΑ-/- ποντίκια που δεν µολύνθηκαν µε 

αδενοϊούς (Πίνακας V). 

 

Κατανοµή λιπιδίων µετά από ανάλυση πλάσµατος µέσω µοριακής διήθησης σε FPLC. 

H ανάλυση 17µl πλάσµατος, µέσω µοριακής διήθησης FPLC, διαχώρισε τα σωµατίδια 

του πλάσµατος, µε βάση το µέγεθος τους, σε VLDL, LDL και HDL. Η µέτρηση των 

επιπέδων ολικής χοληστερόλης στα κλάσµατα της FPLC έδειξε την κατανοµή της 

χοληστερόλης στα σωµατίδια του πλάσµατος ποντικών που είχαν µολυνθεί µε αδενοϊούς 

που εκφράζουν την WT και της µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-

Ι(Leu159Arg)FIN, αποΑ-Ι(Arg149Ala), αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris και αποΑ-

Ι(Arg160Leu)Oslo. Η κορυφή της συγκέντρωσης ολικής χοληστερόλης στην περιοχή της 

HDL φαίνεται να µειώνεται δραµατικά για τις µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-

Ι(Leu141Arg)Pisa και αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN (Εικόνα 32Α), εν σχέση µε την WT αποΑ-Ι. 

Σηµαντική µείωση, αν και σε µικρότερο βαθµό σε σχέση µε τις δύο προηγούµενες 

µεταλλαγµένες µορφές, παρατηρείται στα ποντίκια που εκφράζουν τις µεταλλαγµένες 

µορφές αποΑ-Ι(Arg149Ala), αποΑ-Ι (Arg151Cys)Paris και αποΑ-Ι (Arg160Leu)Oslo 

(Εικόνα 32Β). Στην περίπτωση της µετάλλαξης αποΑ-Ι (Arg151Cys)Paris είναι ιδιαίτερα 

εµφανής η µετατόπιση της κορυφής στην κατανοµή της χοληστερόλης προς την περιοχή 

HDL3 (Εικόνα 32Β). 

Από τα παραπάνω γίνεται εµφανές ότι η µείωση που παρατηρήθηκε στην ολική 

χοληστερόλη του πλάσµατος (Πίνακας V) οφείλεται στην µείωση της HDL 

χοληστερόλης (Εικόνα 32). 
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Εικόνα  32A‐B.  Κατανομή  της  χοληστερόλης  των  κλασμάτων  από  FPLC 
ανάλυση του πλάσματος από ποντίκια μολυσμένα με ανασυνδυασμένους 
αδενοϊούς  που  εκφράζουν A. WT  αποA‐I,  αποΑ‐Ι  (Leu141Arg)Pisa,  αποΑ‐Ι 
(Leu159Arg)FIN ή την GFP πρωτεΐνη, και Β. WT αποA‐I, αποΑ‐Ι (Arg149Ala), 
αποΑ‐Ι (Arg151Cys)Paris, αποΑ‐Ι (Arg160Leu)Oslo ή την GFP πρωτεΐνη. 



 

Κατανοµή των διαφόρων µορφών αποΑ-Ι στις λιποπρωτεΐνες του πλάσµατος µετά 

από υπερφυγοκέντρηση σε κλίση συγκέντρωσης βρωµιούχου καλίου. 

Η ανάλυση της κατανοµής της αποΑ-Ι στις λιποπρωτεΐνες του πλάσµατος ποντικών που 

εκφράζουν την WT αποΑ-Ι ή τις αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, αποΑ-

Ι(Arg149Ala), αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris και αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo, έγινε µετά από 

ανάλυση του πλάσµατος µε υπερφυγοκέντρηση σε κλίση συγκέντρωσης βρωµιούχου 

καλίου που διαχωρίζει τις λιποπρωτεΐνες µε βάση την πυκνότητα επίπλευσής τους 

(buoyant density).  

Η WT αποΑ-Ι κατανέµεται κυρίως στη περιοχή των κλασµάτων 5 έως 8 που 

αντιστοιχεί, µε βάση την πυκνότητά τους (1.084<d<1.152), σε σωµατίδια HDL2 και 

HDL3 (Εικόνα 33Α). 

Σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα κατανοµής της χοληστερόλης µέσω FPLC που 

φαίνονται στην Εικόνα 32, και η κατανοµή της αποΑ-Ι στο πλάσµα από τα ποντίκια που 

εκφράζουν την µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa φανερώνει ότι το πλάσµα 

περιέχει ίχνη της αποΑ-Ι στην περιοχή της HDL3 (πυκνότητα 1.123<d<1.152) (Εικόνα 

33Β).  

Έκφραση της µετάλλαξης αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN σε ποντίκια, έδωσε ανώµαλη 

κατανοµή της πρωτεΐνης στις πυκνότητες των HDL2 και HDL3, καθώς και στην περιοχή 

της LDL, σε µικρές ποσότητες (Εικόνα 33Γ). 

Σε ποντίκια που µολύνθηκαν µε αδενοϊούς που εκφράζουν τις µεταλλαγµένες µορφές 

αποΑ-Ι(Arg149Ala) και αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo τα επίπεδα της πρωτεΐνης αποΑ-Ι 

µειώθηκαν και η αποΑ-Ι φαίνεται να κατανέµεται στην περιοχή της HDL3 ενώ 

µικρότερες ποσότητες βρίσκονται και στην περιοχή της HDL2 (Εικόνα 33∆-Ε). 
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(Arg151Cys)Paris

αποA‐I
(Arg160Leu)Oslo

Δ. 

Ε. 

ΣΤ. 

αποA‐I

αποE

αποA‐I

αποE

αποA‐I

αποE

Αριθμός
κλάσματος:

Εικόνα 33. Κατανομή των απολιποπρωτεϊνών. Ανάλυση SDS‐PAGE 100 μl 
από  κάθε  κλάσμα  (1  ‐  10)  μετά  από  υπερφυγοκέντρηση  σε  κλίση 
συγκέντρωσης  βρωμιούχου  καλίου  300  μl  πλάσματος  αποΑ‐/‐  ποντικών 
μολυσμένων με αδενοϊούς που  εκφράζουν Α.  την WT  αποΑ‐Ι,  Β.  την αποΑ‐
Ι(Leu141Arg)Pisa,  Γ.  την αποΑ‐Ι(Leu159Arg)FIN, Δ.  την αποΑ‐Ι(Arg160Leu)Oslo,  Ε. 
την  αποΑ‐Ι(Arg149Ala)  και  ΣΤ.  την  αποΑ‐Ι(Arg151Cys)Paris.  Στο  πάνω  μέρος 
της εικόνας σημειώνονται οι πυκνότητες των κλασμάτων, και στο κάτω μέρος 
ο αριθμός του κάθε κλάσματος. 



 

Στην περίπτωση της αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris η µείωση των επιπέδων της αποΑ-Ι 

πρωτεΐνης στο πλάσµα είναι σαφώς µικρότερη αλλά σηµαντική και η κατανοµή της 

εντοπίζεται κυρίως στην περιοχή της HDL3 ενώ µικρότερες ποσότητες βρίσκονται στην 

ΗDL2 καθώς και σε κλάσµατα χαµηλότερης πυκνότητας (Εικόνα 33ΣΤ). 

 

H µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Leu178Pro) δεν επηρεάζει σηµαντικά τον φαινότυπο 

Στην περίπτωση της µεταλλαγµένης µορφής αποΑ-Ι(Leu178Pro), η ανάλυση των 

κλασµάτων του πλάσµατος µετά από FPLC έδειξε ότι η χοληστερόλη κατανέµεται στην 

περιοχή της HDL, ακολουθώντας το πρότυπο κατανοµής της WT αποΑ-Ι (Εικόνα 34Α). 

Μια µικρή µετατόπιση της κορυφής συγκέντρωσης χοληστερόλης προς την περιοχή της 

HDL2 έδειξε ότι η µικρή µείωση της ολικής χοληστερόλης του πλάσµατος (Πίνακας V) 

µπορεί να σχετίζεται µε µείωση των σωµατιδίων HDL3 που σχηµατίζει η αποΑ-

Ι(Leu178Pro).  

Σε συµφωνία µε τα παραπάνω, η κατανοµή της αποΑ-Ι(Leu178Pro) στα κλάσµατα 

του πλάσµατος µετά από υπερφυγοκέντρηση σε κλίση συγκέντρωσης βρωµιούχου 

καλίου, ακολουθεί το πρότυπο της WT αποΑ-Ι, και εντοπίζεται στη περιοχή των 

κλασµάτων 5 έως 8 που αντιστοιχεί, µε βάση την πυκνότητά τους (1.084<d<1.152), σε 

σωµατίδια HDL2 και HDL3 (Εικόνα 34Β).  

 

Ανάλυση ηλεκτρονικού µικροσκοπίου (EM) των HDL κλασµάτων του πλάσµατος 

Για να προσδιοριστεί η µορφή των σωµατιδίων που σχηµατίζονται από την αγρίου 

τύπου και τις µεταλλαγµένες µορφές της αποΑ-Ι, δείγµατα από τα κλάσµατα που 

αντιστοιχούν στην πυκνότητα της HDL (1.063 g/ml ≤ d ≤ 1.210gr/ml), µετά από  
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Εικόνα  34Α‐Β.  Α.  Κατανομή  της  χοληστερόλης  στα  FPLC  κλάσματα 
πλάσματος  αποΑ‐/‐  ποντικών  μολυσμένων  με  ανασυνδυασμένους 
αδενοϊούς  που  εκφράζουν  την  WT  αποA‐I  ή  την  αποΑ‐Ι(Leu178Pro), 
όπως  υποδεικνύεται  από  τα  βέλη,  Β.  Ανάλυση  SDS‐PAGE  100  μl  από 
κάθε  κλάσμα  (1  ‐  10)  μετά  από  υπερφυγοκέντρηση  σε  κλίση 
συγκέντρωσης βρωμιούχου καλίου  300  μl  πλάσματος αποΑ‐/‐  ποντικών 
μολυσμένων με αδενοϊούς που εκφράζουν την αποΑ‐Ι(Leu178Pro)  



 

ανάλυση του πλάσµατος σε κλίση συγκέντρωσης KBr, αναλύθηκαν µε ηλεκτρονική 

µικροσκοπία.  

Η ανάλυση για τα κλάσµατα που προέρχονται από πλάσµα ποντικών που εκφράζουν 

την αγρίου τύπου ανθρώπινη αποΑ-Ι έδειξε ότι η HDL που σχηµατίστηκε 

χαρακτηρίζεται από µεγάλο αριθµό σφαιρικών σωµατιδίων όµοιων σε σχήµα και µέγεθος 

µεταξύ τους (Εικόνα 35Α). 

Ανάλυση των αντίστοιχων δειγµάτων από πλάσµα ποντικών που εκφράζουν την 

αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa ή την αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN έδειξε ότι παρουσία των 

µεταλλαγµένων αυτών µορφών σχηµατίστηκαν ελάχιστα σφαιρικά σωµατίδια, παρόµοια 

σε σχήµα, µέγεθος και αριθµό µε αυτά που παρατηρήθηκαν µετά από ανάλυση 

πλάσµατος ποντικών που εκφράζουν µόνο την πρωτεΐνη ελέγχου GFP (Εικόνα 35Β-∆). 

Τα σωµατίδια αυτά περιείχαν αποΕ όπως έχουν δείξει προηγούµενες µελέτες στο 

εργαστήριο µας (Chroni et al. 2005a). 

Στην περίπτωση των µεταλλαγµένων µορφών αποΑ-Ι(Arg149Ala) και αποΑ-

Ι(Arg160Leu)Oslo τα κλάσµατα της HDL περιέχουν µείγµα σφαιρικών και δισκοειδών 

σωµατιδίων (Εικόνα 35Ε,ΣΤ). Η HDL στο πλάσµα ποντικών που εκφράζουν την αποΑ-

Ι(Arg151Cys)Paris περιέχει µικρό αριθµό δισκοειδών σωµατιδίων ενώ τα σφαιρικά 

σωµατίδια που σχηµατίζονται εµφανίζουν ανώµαλο σχήµα (Εικόνα 35Ζ), εν σχέση µε τα 

σφαιρικά σωµατίδια που σχηµατίζονται από την WT αποΑ-Ι (Εικόνα 35A). Τα 

δισκοειδή σωµατίδια στις παραπάνω αναλύσεις φαίνεται να σχηµατίζονται από στοίβες 

2-5 σωµατιδίων σε σχήµα δίσκου. 
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d: 1.100 g/ml
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d: 1.100 g/ml

Εικόνα  35.  Εικόνες  ηλεκτρονικής  μικροσκοπίας  των  HDL  κλασμάτων  από 
πλάσμα αποΑ‐/‐  ποντικών μολυσμένων με αδενοϊούς που  εκφράζουν Α.  την 
WT αποΑ‐Ι, Β.  την αποΑ‐Ι(Leu141Arg)Pisa, Γ.  την αποΑ‐Ι(Leu159Arg)FIN, Δ.  την 
GFP,  Ε.  την  αποΑ‐Ι(Arg149Ala),  ΣΤ.  την  αποΑ‐Ι(Arg160Leu)Oslo  και  Z.  την 
αποΑ‐Ι(Arg151Cys)Paris. Με βέλη σημειώνονται  τα  δισκοειδή σωματίδια,  όπου 
παρουσιάζονται. 
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Ανάλυση του πλάσµατος µε ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων (2D) 

Η ηλεκτροφόρηση του πλάσµατος σε δύο διαστάσεις, η πρώτη σε µη αποδιατακτικό 

πήκτωµα αγαρόζης και η δεύτερη σε µη αποδιατακτικό πήκτωµα πολυακρυλαµίδης, 

διαχώρισε τα σωµατίδια HDL του πλάσµατος µε βάση το φορτίο τους και το µέγεθός 

τους. Ανοσοαποτύπωση (Western blot) για την ανίχνευση ανθρώπινης αποΑ-Ι έδειξε 

παρουσία της πρωτεΐνης στους διάφορους πληθυσµούς HDL σωµατιδίων που 

δηµιουργήθηκαν στο πλάσµα. Με την ανάλυση αυτή έγινε εµφανής ο σχηµατισµός από 

την WT αποΑ-Ι σωµατιδίων α-κινητικότητας διαφορετικού µεγέθους και φορτίου, ενώ 

σχηµατίστηκαν και λίγα σωµατίδια προ-βήτα-1 (preβ1) κινητικότητας (Εικόνα 36Α). 

Πλάσµα από ποντίκια που εκφράζουν είτε την αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa είτε την αποΑ-

Ι(Leu159Arg)FIN περιέχει κυρίως preβ1-HDL σωµατίδια και α4-HDL σωµατίδια, που 

εµφανίζουν υψηλή ηλεκτροφορητική κινητικότητα (Εικόνα 36Β, ∆). Παρόµοια εικόνα 

εµφανίζει και η ανάλυση πλάσµατος από ποντίκια µολυσµένα µε υψηλότερη δόση (2x109 

pfu) αδενοϊών που εκφράζουν την αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa (Εικόνα 36Γ).  

Σε ποντίκια µολυσµένα µε αδενοϊούς που εκφράζουν την αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo 

σχηµατίστηκαν κυρίως σωµατίδια που αντιστοιχούν στην α4-HDL µε υψηλή 

ηλεκτροφορητική κινητικότητα, καθώς και µικρές ποσότητες preβ1-, α3- και α2-ΗDL 

σωµατιδίων (Εικόνα 36Ε). 

Στην περίπτωση της µετάλλαξης αποΑ-Ι(Arg149Ala) σχηµατίστηκαν preβ1 και α4-

HDL σωµατίδια και µικρές ποσότητες α1-, α2- και α3-HDL σωµατιδίων µε µικρότερη 

ηλεκτροφορητική κινητικότητα (Εικόνα 36ΣΤ).  

∆ιαφορετική εικόνα των σωµατιδίων του πλάσµατος παρατηρήθηκε στην περίπτωση 

της µετάλλαξης αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris. Τα σωµατίδια αυτά εντοπίζονται στην περιοχή 
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Εικόνα 36Α‐ΣΤ. Western blot για αποΑ‐Ι μετά από ανάλυση σε δύο διαστάσεις 1 μl 
πλάσματος  αποΑ‐Ι‐/‐  ποντικών,  που  έχουν  μολυνθεί  με  1  x  109  pfu  αδενοϊών  που 
εκφράζουν  τις  μορφές  αποΑ‐Ι  που  αναφέρονται  κάτω από  κάθε  εικόνα. Η πρώτη 
διάσταση  διαχωρίζει  τα  σωματίδια  του  πλάσματος  με  βάση  το  φορτίο  τους 
κινητικότητα ενώ η δεύτερη με βάση το φορτίο και το μέγεθός τους.  
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µεταξύ των preβ και των α σωµατιδίων στην πρώτη διάσταση ανάλυσης, ενώ ποικίλουν 

και στις ηλεκτροφορητικές κινητικότητες κατά την δεύτερη διάσταση ανάλυσης (Εικόνα 

37A). Για την ταυτοποίηση των εν λόγω σωµατιδίων, µείγµα από πλάσµα αποΑ-Ι-/- 

ποντικών που εκφράζουν την µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris και πλάσµα 

αποΑ-Ι-/- ποντικών που εκφράζουν την µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Αrg160Leu)Oslo σε 

συνδυασµό µε την hLCAT αναλύθηκε σε δύο διαστάσεις. Όπως αναφέρεται στην 

συνέχεια της παρούσας διατριβής ο συνδυασµός «αποΑ-Ι(Αrg160Leu)Oslo+hLCAT» 

οδηγεί στο σχηµατισµό α-HDL (Εικόνα 37Β) και για αυτό το λόγω χρησιµοποιήθηκε ως 

δείγµα ελέγχου της α-κινητικότητας. Η παράλληλη ανάλυση των δύο δειγµάτων (Εικόνα 

37∆) δίνει παρόµοια εικόνα µε αυτή που δίνει η αλληλεπικάλυψη των εικόνων 13Α και 

13Β (Εικόνα 37Γ), και ταυτοποιεί την θέση των σωµατιδίων που σχηµατίζει η 

µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris µεταξύ των preβ και α-HDL σωµατιδίων. 
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Εικόνα  37Α‐Δ. Western  blot  για  αποΑ‐Ι  μετά  από  ανάλυση  σε  δύο  διαστάσεις  1  μl 
πλάσματος  αποΑ‐Ι‐/‐  ποντικών,  που  έχουν  μολυνθεί  με  1  x  109  pfu  αδενοϊών  που 
εκφράζουν  A.  την  μεταλλαγμένη  μορφή  αποΑ‐Ι(Arg151Cys)Paris  B.  Συνδυασμό 
αδενοϊών  για  την  μεταλλαγμένη  μορφή  αποΑ‐Ι(Arg160Leu)Oslo  και  την  ανθρώπινη 
LCAT, που σχηματίζει μόνο α‐HDL στο πλάσμα. Γ. αλληλεπικάλυψη των εικόνων Α 
και Β δείχνει την θέση των σωματιδίων που σχηματίζει η μεταλλαγμένη μορφή αποΑ‐
Ι(Arg151Cys)Paris ενώ, Δ. Ανάλυση μείγματος από πλάσμα των Α και Β δίνει παρόμοια 
εικόνα. 
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IV. ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ ΣΥΝ-ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΑΝΘΡΩΠΙΝΗΣ LCAT ΣΤΟΝ ΦΑΙΝΟΤΥΠΟ ΤΩΝ 

ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ ΤΗΣ ΑΠΟΑ-Ι 

Τα ευρήµατα από τα παραπάνω πειράµατα για τις µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-

Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris και αποΑ-

Ι(Arg160Leu)Oslo, συµφωνούν µε τον κλινικό φαινότυπο των φορέων των µεταλλάξεων 

για τις πρωτεΐνες αυτές ο οποίος χαρακτηρίζεται από:  

• Χαµηλά επίπεδα χοληστερόλης του πλάσµατος και της HDL 

• Επικράτηση preβ- και α4-HDL σωµατιδίων 

• Μειωµένη ενεργοποίηση της LCAT 

Φαίνεται λοιπόν ότι η γονιδιακή µεταφορά µέσω αδενοϊών αποτελεί έναν 

αποτελεσµατικό τρόπο αναπαράστασης και µελέτης των παθολογικών φαινοτύπων που 

προκαλούν συγκεκριµένες µεταλλάξεις της αποΑ-Ι. 

Γνωρίζοντας το ρόλο του ενζύµου LCAT στην βιοσύνθεση της HDL, τα 

προηγούµενα πειράµατα µετατράπηκαν και δοκιµάστηκε µόλυνση των ποντικών µε 

αδενοϊούς για κάθε µία από τις µεταλλαγµένες µορφές σε συνδυασµό, αυτή τη φορά, µε 

αδενοϊούς που εκφράζουν την LCAT του ανθρώπου (hLCAT). 

Η συνδυασµένη µόλυνση των ποντικών µε αδενοϊούς για την hLCAT και κάθε µία 

από τις µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, αποΑ-

Ι(Arg149Ala), αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris και αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo, είχε δραµατικά 

αποτελέσµατα στα επίπεδα λιπιδίων και λιποπρωτεϊνών στο πλάσµα, την κατανοµή της 

αποΑ-Ι, και τον σχηµατισµό HDL σωµατιδίων.  
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O συνδυασµός “αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa + hLCAT” 

Στην περίπτωση της αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, η χορήγηση της hLCAT  προκάλεσε 13 

φορές αύξηση στα επίπεδα της αποΑ-Ι στο πλάσµα, 8 φορές αύξηση στα επίπεδα ολικής 

χοληστερόλης και 12,5 φορές αύξηση στην εστεροποιηµένη χοληστερόλη, σε σχέση µε 

τις αντίστοιχες µετρήσεις από πλάσµα ποντικών που εκφράζουν µόνο την µετάλλαξη 

αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa (Πίνακας V). Τα επίπεδα των λιπιδίων, και της αποΑ-Ι στο 

πλάσµα των ποντικών που µολύνθηκαν µε τον συνδυασµό “αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa + 

hLCAT”, πλησίασαν αυτά των ποντικών που εκφράζουν την αγρίου τύπου αποΑ-Ι 

γεγονός που φανερώνει την επαναφορά του φαινοτύπου στα φυσιολογικά επίπεδα. Ο 

συνδυασµός “αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa + hLCAT” επανέφερε επίσης σε φυσιολογικά 

επίπεδα και το λόγο εστέρων χοληστερόλης προς ολική χοληστερόλη (CE/TC) τόσο του 

πλάσµατος όσο και της HDL (Πίνακας V και Εικόνα 38Α, αντίστοιχα). Η αύξηση που 

παρατηρήθηκε στα επίπεδα ολικής χοληστερόλης στο πλάσµα ποντικών µε τον 

συνδυασµό “αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa + hLCAT”, µπορεί να αποδοθεί εξ’ολοκλήρου στην 

αύξηση της HDL χοληστερόλης, το οποίο είναι εµφανές από την κατανοµή της 

χοληστερόλης στα κλάσµατα του πλάσµατος, µετά από FPLC ανάλυση (Εικόνα 38Α). 

SDS-PAGE ανάλυση των κλασµάτων του πλάσµατος µετά από υπερφυγοκέντρηση 

έδειξε ότι η κατανοµή της αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, παρουσία της hLCAT, εντοπίζεται 

στις περιοχές των HDL2 και HDL3 (κλάσµατα 4-8) παρόµοια µε την κατανοµή της 

αποΑ-Ι σε ποντίκια που εκφράζουν µόνο την WT αποΑ-Ι πρωτεΐνη (Εικόνα 33Α). 

Μικρές ποσότητες αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa εµφανίζονται στα µικρότερης πυκνότητας 

κλάσµατα 2 και 3 που αντιστοιχούν στα LDL σωµατίδια (Εικόνα 38Β). Όπως φαίνεται  
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Εικόνα  38Α‐Ε.  Συνδυασμός  “αποΑ‐Ι(Leu141Arg)Pisa+hLCAT”  σε  ποντίκια. 
Α. Κατανομή της χοληστερόλης του πλάσματος μετά από FPLC ανάλυση. Β. 
Ανάλυση  SDS‐PAGE  των  κλασμάτων  του  πλάσματος  από 
υπερφυγοκέντρηση σε κλίση βρωμιούχου καλίου. Γ. Ανάλυση EΜ της HDL. 
Δ. Ανάλυση πλάσματος (1 μl) σε δύο διαστάσεις. Ε. SDS‐PAGE ανάλυση 0.5μl 
πλάσματος και Western blot για την ανίχνευση της LCAT. 
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από την ανάλυση µέσω ηλεκτρονικού µικροσκοπίου, ο συνδυασµός “αποΑ-

Ι(Leu141Arg)Pisa + hLCAT” επάγει το σχηµατισµό µεγάλου αριθµού σφαιρικών 

σωµατιδίων HDL σε αντίθεση µε τον ελάχιστο αριθµό σωµατιδίων που σχηµατίζονται 

από την έκφραση µόνο της αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa (Εικόνα 38Γ και 35Β). 

Στο πλάσµα των ποντικών αυτών παρατηρήθηκαν σωµατίδια preβ1-, α4-, α3- και α2-

HDL. Η παρουσία περίσσειας LCAT επάγει την ωρίµανση των σωµατιδίων που 

σχηµατίζει η µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, σε σωµατίδια µικρότερης 

ηλεκτροφορητικής κινητικότητας που φαίνεται να λείπουν όταν η µεταλλαγµένη µορφή 

αυτή εκφράζεται µόνη της στους ποντικούς (Εικόνα 38∆). 

Η µάζα της LCAT στο πλάσµα των ποντικών εκτιµήθηκε µε ανάλυση κατά Western 

χρησιµοποιώντας αντισώµατα έναντι της LCAT του ποντικού (mLCAT) τα οποία 

αναγνωρίζουν παράλληλα (cross-react) και LCAT του ανθρώπου και τα οποία ήταν 

ευγενική προσφορά του Dr. John Parks (Wake Forest University, School of Medicine). 

Βρέθηκε ότι σε αποA-I-/- ποντίκια που εκφράζουν την πρωτεΐνη ελέγχου GPF, η LCAT 

ήταν σε µη ανιχνεύσιµα επίπεδα στο πλάσµα. Σε ποντίκια που µολύνθηκαν µε αδενοϊούς 

που εκφράζουν την WT αποA-I η LCAT του πλάσµατος είναι σε υψηλά επίπεδα, ενώ σε 

ποντίκια που εκφράζουν την µεταλλαγµένη µορφή αποA-I(Leu141Arg)Pisa η LCAT 

ανιχνεύθηκε σε πολύ χαµηλά επίπεδα στο πλάσµα. Τα επίπεδα της LCAT στο πλάσµα 

των ποντικών επανήλθε σε κανονικά επίπεδα, παρόµοια αυτών που βρέθηκαν στην 

περίπτωση της WT αποΑ-Ι, όταν τα ποντίκια µολύνθηκαν µε τον συνδυασµό “αποΑ-

Ι(Leu141Arg)Pisa + hLCAT” (Εικόνα 38Ε).  
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Ο συνδυασµός “αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN + hLCAT” 

Η µόλυνση αποΑ-Ι-/- ποντικών µε συνδυασµό αδενοϊών που εκφράζουν την αποΑ-

Ι(Leu159Arg)FIN και την LCAT του ανθρώπου (αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN + hLCAT) 

προκάλεσε 7.6 φορές αύξηση στην πρωτεΐνη αποΑ-Ι του πλάσµατος, 14 φορές αύξηση 

στην ολική χοληστερόλη και 81 φορές αύξηση στους εστέρες χοληστερόλης (Πίνακας 

V). Ο λόγος CE/TC τόσο στο ολικό πλάσµα όσο και στην περιοχή της HDL επανήλθε σε 

φυσιολογικά επίπεδα, σε σχέση µε τα ποντίκια που εκφράζουν µόνο την µεταλλαγµένη 

µορφή αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN (Πίνακας V και Εικόνα 39A). 

Η αύξηση που παρατηρήθηκε στα επίπεδα ολικής χοληστερόλης στο πλάσµα 

ποντικών µε τον συνδυασµό “αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN + hLCAT”, µπορεί να αποδοθεί 

εξ’ολοκλήρου στην αύξηση της HDL χοληστερόλης, το οποίο είναι εµφανές από την 

κατανοµή της χοληστερόλης στα κλάσµατα του πλάσµατος, µετά από FPLC ανάλυση 

(Εικόνα 39Α). 

SDS-PAGE ανάλυση των κλασµάτων του πλάσµατος µετά από υπερφυγοκέντρηση 

έδειξε ότι η κατανοµή της αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, παρουσία της hLCAT, εντοπίζεται 

κυρίως στις περιοχές των HDL2 και HDL3 (κλάσµατα 4-8) παρόµοια µε την κατανοµή 

της αποΑ-Ι σε ποντίκια που εκφράζουν µόνο την WT αποΑ-Ι πρωτεΐνη (Εικόνα 33Α). 

Μικρές ποσότητες αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN εµφανίζονται στα µικρότερης πυκνότητας 

κλάσµατα 2 και 3 που αντιστοιχούν στα LDL σωµατίδια (Εικόνα 39B). Ανάλυση µέσω 

ηλεκτρονικού µικροσκοπίου έδειξε ότι ο συνδυασµός “αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN + 

hLCAT” επάγει το σχηµατισµό µεγάλου αριθµού σφαιρικών σωµατιδίων στην περιοχή 

της HDL σε αντίθεση µε τον ελάχιστο αριθµό σωµατιδίων που σχηµατίζονται από την 

έκφραση µόνο της αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN (Εικόνα 39Γ και 35Γ) 
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Εικόνα 39Α‐Δ. Συνδυασμός “αποΑ‐Ι(Leu159Arg)FIN+hLCAT” σε ποντίκια. 
Α. Κατανομή της χοληστερόλης του πλάσματος μετά από FPLC ανάλυση. 
Β.  Ανάλυση  SDS‐PAGE  των  κλασμάτων  του  πλάσματος  από 
υπερφυγοκέντρηση σε κλίση βρωμιούχου καλίου. Γ. Ανάλυση EΜ της HDL. 
Δ. Ανάλυση πλάσματος (1 μl) σε δύο διαστάσεις.  
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Στο πλάσµα των ποντικών αυτών σχηµατίζονται σωµατίδια preβ1-HDL ενώ ο 

πληθυσµός της α-HDL αποτελείται από α3-, α2- και α1-HDL σωµατίδια. Η παρουσία 

περίσσειας LCAT φαίνεται να επάγει την ωρίµανση των σωµατιδίων που σχηµατίζονται 

από την µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN σε σωµατίδια µικρότερης 

ηλεκτροφορητικής κινητικότητας που λείπουν όταν η µεταλλαγµένη µορφή αυτή 

εκφράζεται από µόνη της σε ποντικούς (Εικόνα 39∆) 

 

 

Ο συνδυασµός “αποΑ-Ι(Arg149Ala) + hLCAT” και ο συνδυασµός “αποΑ-

Ι(Arg160Leu)Oslo  + hLCAT” 

Η µόλυνση αποΑ-Ι-/- ποντικών µε συνδυασµό αδενοϊών που εκφράζουν την αποΑ-

Ι(Arg149Ala) και την LCAT του ανθρώπου (αποΑ-Ι(Arg149Ala) + hLCAT) ή την αποΑ-

Ι(Arg160Leu)Oslo και την LCAT (αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo + hLCAT ) αποκατέστησε 

πλήρως τον παθολογικό φαινότυπο που προκάλεσε η έκφραση των µεταλλαγµένων 

µορφών χωρίς την hLCAT. Στην περίπτωση της αποΑ-Ι(Arg149Ala) προκάλεσε 2,5 

φορές αύξηση στην πρωτεΐνη αποΑ-Ι του πλάσµατος, 2,8 φορές αύξηση στην ολική 

χοληστερόλη και 4,3 φορές αύξηση στους εστέρες χοληστερόλης (Πίνακας V). Στα 

ποντίκια “αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo + hLCAT” σηµειώθηκε 1,9 φορές αύξηση της αποΑ-Ι 

στο πλάσµα, 5,8 φορές στην ολική χοληστερόλη και 21 φορές στους εστέρες 

χοληστερόλης (Πίνακας V). Ο λόγος CE/TC στο ολικό πλάσµα και στην περιοχή της 

HDL επανήλθε και για τις δύο µεταλλαγµένες µορφές σε φυσιολογικά επίπεδα, σε σχέση 

µε τα ποντίκια που εκφράζουν την κάθε µετάλλαξη µόνο (Πίνακας V και Εικόνα 40Α, 

Β). Οι αλλαγές αυτές παρατηρήθηκαν παρά τα χαµηλότερα επίπεδα ηπατικής έκφρασης  
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Εικόνα40ΑΒ. Α. Κατανομή  της χοληστερόλης στα κλάσματα  της  FPLC 
του πλάσματος από ποντίκια που μολύνθηκαν με συνδυασμό αδενοϊών 
που εκφράζουν την hLCAT και Α. την αποΑ‐Ι(Leu149Ala), Β. την αποΑ‐
Ι(Arg160Leu)Oslo.  Στην  εικόνα  αναφέρεται  ο  λόγος  CE/TC  των 
κλασμάτων  της HDL  (αρ.  15  ‐  22)  για  κάθε  δείγμα. Mε  διακεκομμένες 
γραμμές παρουσιάζονται οι κατανομές στην περίπτωση της WT αποΑ‐Ι 
και της κάθε μεταλλαγμένης μορφής όταν εκφράζεται μόνη της. 



 

του mRNA της αποΑ-Ι στα ποντίκια “αποΑ-Ι(Arg149Ala) + hLCAT” και “αποΑ-

Ι(Arg160Leu)Oslo + hLCAT”, σε σχέση µε τα ποντίκια στα οποία εκφράζονται οι 

µεταλλαγµένες µορφές µόνες τους (Πίνακας V). 

Η αύξηση που παρατηρήθηκε στα επίπεδα ολικής χοληστερόλης στο πλάσµα 

ποντικών “αποΑ-Ι(Arg149Ala) + hLCAT” και “αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo + hLCAT” 

γίνεται εµφανής και τις µετρήσεις της χοληστερόλης στα κλάσµατα του πλάσµατος, µετά 

από FPLC ανάλυση. Η κατανοµή της χοληστερόλης εµφανίζει δύο κορυφές µία στην 

περιοχή της HDL2 (κλάσµατα 16-19) και µία στην περιοχή HDL1 (κλάσµατα 12-15) που 

συµπίπτει µε µέρος της περιοχής της LDL (Εικόνα 40Α, Β).  

Υπερφυγοκέντρηση του πλάσµατος και SDS-PAGE ανάλυση των κλασµάτων έδειξε 

ότι η κατανοµή των αποΑ-Ι(Arg149Ala) και αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo παρουσία 

ανθρώπινης LCAT, εντοπίζεται κυρίως στις περιοχές των HDL2 και HDL3 (κλάσµατα 4-

8), ενώ µικρές ποσότητες των πρωτεϊνών εµφανίζονται και στα κλάσµατα µικρότερης 

πυκνότητας, 2 και 3, που αντιστοιχούν στα LDL σωµατίδια (Εικόνα 41Α,B), παρόµοια 

µε την κατανοµή της αποΑ-Ι σε ποντίκια που εκφράζουν µόνο την WT αποΑ-Ι πρωτεΐνη 

(Εικόνα 33Α). 

Ανάλυση µέσω ηλεκτρονικού µικροσκοπίου έδειξε ότι οι συνδυασµοί “αποΑ-

Ι(Arg149Ala) + hLCAT” και “αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo + hLCAT” επάγουν και οι δύο το 

σχηµατισµό µεγάλου αριθµού σφαιρικών σωµατιδίων στην περιοχή της HDL ενώ

απουσιάζουν τα δισκοειδή σωµατίδια που σχηµατίζονται από την έκφραση της κάθε 

µεταλλαγµένης µορφής από µόνη της (Εικόνα 41Γ, ∆ και Εικόνα 36Ε, ΣΤ αντίστοιχα). 

Στο πλάσµα των ποντικών αυτών τα preβ σωµατίδια εξαφανίστηκαν ενώ ο πληθυσµός  
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Εικόνα  41Α‐ΣΤ. Συνδυασμοί  μόλυνσης  “αποΑ‐Ι(Arg149Ala)+hLCAT”  (A, 
Γ και Ε) και “αποΑ‐Ι(Arg160Leu)Oslo+hLCAT” (Β, Δ και ΣΤ) Α‐Β. Κατανομή 
της αποΑ‐Ι μετά από ανάλυση SDS‐PAGE κλασμάτων του πλάσματος από 
υπερφυγοκέντρηση  σε  κλίση  βρωμιούχου  καλίου.  Γ‐Δ.  Ανάλυση  EΜ  των 
σωματιδίων  του  πλάσματος.  Ε‐ΣΤ.  Ανάλυση  πλάσματος  (1  μl)  σε  δύο 
διαστάσεις.  



 

της α-HDL αποτελείται από λίγα α4-, και περισσότερα α3-, α2- και α1-HDL σωµατίδια 

(Εικόνα 41Ε, ΣΤ). Η παρουσία περίσσειας LCAT φαίνεται να επάγει την ταχύτερη 

ωρίµανση των σωµατιδίων που σχηµατίζονται από τις µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-

Ι(Arg149Ala) και αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo. 

 

 

Ο συνδυασµός “αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris + hLCAT” 

Η µόλυνση αποΑ-Ι-/- ποντικών µε συνδυασµό αδενοϊών που εκφράζουν την αποΑ-

Ι(Arg151Cys)Paris και την LCAT του ανθρώπου (αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris + hLCAT) 

προκάλεσε 2,2 φορές αύξηση στην πρωτεΐνη αποΑ-Ι του πλάσµατος, 5,8 φορές αύξηση 

στην ολική χοληστερόλη και 7 φορές αύξηση στους εστέρες χοληστερόλης (Πίνακας V). 

Ο λόγος CE/TC τόσο στο ολικό πλάσµα όσο και στην περιοχή της HDL επανήλθε σε 

φυσιολογικά επίπεδα, σε σχέση µε τα ποντίκια που εκφράζουν µόνο την µεταλλαγµένη 

µορφή αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris (Πίνακας V και Εικόνα 42A). 

Στην Εικόνα 42A φαίνεται η κατανοµή της χοληστερόλης στο πλάσµα ποντικών 

“αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris + hLCAT” σε σύγκριση µε την κατανοµή της χοληστερόλης 

στο πλάσµα ποντικών που εκφράζουν είτε την µετάλλαξη αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris είτε 

την WT αποΑ-Ι. H χοληστερόλη των ποντικών “αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris + hLCAT” 

κατανέµεται κυρίως στην περιοχή της HDL, µε την κορυφή της κατανοµής ελαφρώς 

µετατοπισµένη σε µεγαλύτερου µεγέθους σωµατίδια, ενώ εκτείνεται µέχρι και την 

περιοχή της LDL. Φαίνεται ότι η αύξηση της ολικής χοληστερόλης του πλάσµατος των 

ποντικών “αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris + hLCAT” µπορεί να αποδοθεί σε αύξηση της 

χοληστερόλης κυρίως στην περιοχή της HDL.  
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Εικόνα  42.  Συνδυασµός “αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris+hLCAT” σε ποντίκια. Α. 
Κατανομή της χοληστερόλης του πλάσματος μετά από FPLC ανάλυση. 
Αναφέρεται  ο  λόγος  CE/TC  της  HDL  (αρ.  15‐22)  για  κάθε  δείγμα.  Β. 
Ανάλυση  SDS‐PAGE  των  κλασμάτων  του  πλάσματος  από 
υπερφυγοκέντρηση  σε  κλίση  βρωμιούχου  καλίου.  Γ.  Ανάλυση  EΜ  της 
HDL. Δ. Ανάλυση πλάσματος (1 μl) σε δύο διαστάσεις.  



 

SDS-PAGE ανάλυση των κλασµάτων του πλάσµατος µετά από υπερφυγοκέντρηση 

επιβεβαίωσε την αύξηση στα επίπεδα αποΑ-Ι πρωτεΐνης στο πλάσµα των ποντικών 

“αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris + hLCAT” (Πίνακας V) ενώ η κατανοµή της αποΑ-

Ι(Arg151Cys)Paris παρουσία της hLCAT, εντοπίζεται κυρίως στην περιοχή των HDL2 και 

HDL3 (κλάσµατα 4-8, Εικόνα 42Β) παρόµοια µε την κατανοµή της αποΑ-Ι σε ποντίκια 

που εκφράζουν µόνο την WT αποΑ-Ι πρωτεΐνη (Εικόνα 33Α). Μικρότερες ποσότητες 

αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris εµφανίζονται στα κλάσµατα 2 και 3 που αντιστοιχούν στα LDL 

σωµατίδια (Εικόνα 42Β).  

Ανάλυση µέσω ηλεκτρονικού µικροσκοπίου έδειξε ότι ο συνδυασµός “αποΑ-

Ι(Arg151Cys)Paris + hLCAT” επάγει το σχηµατισµό µεγάλου αριθµού σφαιρικών 

σωµατιδίων φυσιολογικού σχήµατος και µεγέθους στην περιοχή της HDL σε αντίθεση µε 

τα σωµατίδια που σχηµατίζονται από την έκφραση µόνο της αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris 

(Εικόνα 42Γ και Εικόνα 35Ζ). 

Ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων έδειξε ότι στο πλάσµα των ποντικών “αποΑ-

Ι(Arg151Cys)Paris + hLCAT” σχηµατίζονται σωµατίδια preβ1- και α- κινητικότητας σε 

φυσιολογική αναλογία µεταξύ τους (Εικόνα 42∆) ενώ δεν φαίνεται να σχηµατίζονται 

σωµατίδια ενδιάµεσης ηλεκτροφορητικής κινητικότητας όπως αυτά στο πλάσµα 

ποντικών που εκφράζουν µόνο την αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris (Εικόνα 37Α).  
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Α2. ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΕΙΣ ΤΗΣ ΑΠΟΑ-Ι ΜΕ ΤΟΝ ABCA1, IN VIVO 

 

Η ΚΑΡΒΟΞΥΤΕΛΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ ΤΗΣ αποΑ-Ι, ΑΠΑΙΤΕΙΤΑΙ ΓΙΑ ΤΟΝ ABCA1-ΕΞΑΡΤΩΜΕΝΟ 

ΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟ ΤΗΣ α-HDL ΑΛΛΑ ΟΧΙ ΤΩΝ preβ-HDL ΣΩΜΑΤΙ∆ΙΩΝ, ΙN VIVO. 

Μια τρίτη σειρά µεταλλάξεων εστίασε στη µελέτη των αλληλεπιδράσεων της αποΑ-Ι µε 

τον ABCA1, η οποίες είναι σηµαντικές στα αρχικά βήµατα της βιογένεσης της HDL. Για 

το σκοπό αυτό µελετήθηκε, υπό την καθοδήγηση της ∆ρ. Αγγέλικας Χρόνη, η επίδραση 

σηµειακών µεταλλάξεων και ελλειµµατικών µορφών της καρβοξυτελικής περιοχής της 

αποΑ-Ι στην βιογένεσης της HDL, χρησιµοποιώντας γονιδιακή µεταφορά µέσω 

αδενοϊών σε αποΑ-Ι-/- επίµυες.  

 

Περιληπτικά 

Τα επίπεδα της HDL στο πλάσµα µειώθηκαν σηµαντικά σε επίµυες που µολύνθηκαν 

µε αδενοϊούς που εκφράζουν οποιαδήποτε από τις καρβοξυτελικές ελλειµµατικές µορφές 

αποΑ-Ι[∆(185-243)], όπου ∆(185-243) υποδεικνύει την έλλειψη της περιοχής µεταξύ των 

αµινοξέων 185-243 της WT αποΑ-Ι, ή αποΑ-Ι[∆(220-243)]. Έχει βρεθεί σε 

προηγούµενες µελέτες ότι αυτές οι µορφές της αποΑ-Ι επηρεάζουν δραµατικά την 

ABCA1-εξαρτώµενη έξοδο χοληστερόλης, in vitro.  

Αντιθέτως, σε επίµυες που εκφράζουν την ελλειµµατική µορφή αποΑ-Ι[∆(232-243)] 

ή την αποΑ-Ι(Glu191Αla/Ηis193Αla/Lys195Αla) (που φέρει αντικαταστάσεις 

αµινοξέων) εµφανίζουν φυσιολογικά επίπεδα HDL στο πλάσµα, ενώ και η ικανότητα 

των µεταλλαγµένων αυτών µορφών να επάγουν ABCA1-εξαρτώµενη έξοδο 

χοληστερόλης in vitro, είναι φυσιολογική, σε σχέση µε την WT αποΑ-Ι. 
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Ηλεκτροφόρηση του πλάσµατος σε δύο διαστάσεις και ανάλυση ηλεκτρονικής 

µικροσκοπίας της HDL έδειξε ότι οι ελλειµµατικές µορφές αποΑ-Ι[∆(185-243)] και 

αποΑ-Ι[∆(220-243)] οδήγησαν στο σχηµατισµό, κυρίως, preβ-HDL σωµατιδίων και 

µικρού αριθµού σφαιρικών σωµατιδίων HDL, ενώ η WT αποΑ-Ι, η αποΑ-Ι[∆(232-243)] 

και η αποΑ-Ι(Glu191Αla/Ηis193Αla/Lys195Αla) οδήγησαν στο σχηµατισµό σφαιρικών 

α-HDL σωµατιδίων.  

Η µελέτη αυτή παρουσιάζεται στην πρόσφατη δηµοσίευση (Chroni et al. 2007) η 

οποία επισυνάπτεται στο τέλος της διατριβής. 
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Β) ΜΕΛΕΤΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗΣ ΡΥΘΜΙΣΗΣ ΤΩΝ ΓΟΝΙ∆ΙΩΝ ΑΠΟΑ-Ι ΚΑΙ 

ΑΠΟCIII EX VIVO KAI IN VIVO 

 

Κατασκευή ανασυνδυασµένων αδενοϊών για µεταγραφικούς παράγοντες. 

Για την κατανόηση και µελέτη των µηχανισµών µεταγραφικής ρύθµισης των γονιδίων 

των απολιποπρωτεϊνών του ανθρώπου, in vivo, χρησιµοποιήθηκαν ανασυνδυασµένοι 

αδενοϊοί που εκφράζουν µεταγραφικούς παράγοντες που ανήκουν στην οικογένεια των 

πυρηνικών υποδοχέων και µέλη του σηµατoδοτκού µονοπατιού TGFβ. Σκοπός είναι η 

χρήση των αδενοϊών αυτών για µεταφορά των γονιδίων σε επίµυες για την in vivo 

µελέτη του ρόλου τους στην ρύθµιση των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών και την 

βιογένεση της HDL. 

Για την κατασκευή ανασυνδυασµένων αδενοϊών που εκφράζουν τους µεταγραφικούς 

παράγοντες του ανθρώπου HNF4α, T3Rβ ή RXRα χρησιµοποιήθηκαν τα πλασµίδια pAd-

TrackCMV-GFP-HNF4α, pAd-TrackCMV-GFP-T3Rβ, και pAd-TrackCMV-GFP-RXRα, 

αντίστοιχα, καθένα από τα οποία φέρει την αλληλουχία cDNA του γονιδίου του 

αντίστοιχου παράγοντα, πού ήταν ευγενική προσφορά του εργαστηρίου του ∆ρ. 

Καρδάση ∆ηµήτριου της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστηµίου Κρήτης. Οι 

ανασυνδυασµένοι αδενοϊοί Ad-FLAG-Smad3, Ad-FLAG-Smad7, Ad-FLAG-Smad4 και 

Ad-HA-ALK5 οι οποίοι εκφράζουν τις πρωτεΐνες Smad3, Smad7, Smad4 και ALK5, 

αντίστοιχα, ήταν ευγενική χορηγία του ∆ρ. Αριστείδη Μουστάκα του «Ludwig Institute 

for Cancer Research» της Uppsala). Το «FLAG» υποδεικνύει την παρουσία ακολουθίας 

οκτώ αµινοξέων (Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) ενώ το «ΗΑ» υποδεικνύει την 

παρουσία της αλληλουχίας που κωδικοποιεί για την αιµατογλουτινίνη (Hemagglutinin) 
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στο αµινοτελικό άκρο των πρωτεϊνών. Οι ακολουθίες LFAG και ΗΑ αποτελούν 

επίτοπους που χρησιµεύουν για καθαρισµό των πρωτεϊνών µέσω ανοσο-συγγένειας 

(immunoaffinity) ή ανοσοκαταβύθισης (immunoprecipitation) ή/και ανίχνευση µε 

Western blotting.  

O πολλαπλασιασµός και καθαρισµός των παραπάνω αδενοϊών έγινε σύµφωνα µε όσα 

περιγράφονται σε προηγούµενα κεφάλαια της παρούσας διατριβής. Οι τίτλοι των 

αδενοϊών µετά τον καθαρισµό τους αναφέρονται στον Πίνακα VI. 

Παρακάτω αναφέρονται προκαταρκτικά πειράµατα που έγιναν µε µερικούς από τους 

αδενοϊούς αυτούς τόσο σε κυτταρικές καλλιέργειες όσο και σε επίµυες, για την 

επιβεβαίωση της έκφρασης και της λειτουργίας των µεταγραφικών παραγόντων αλλά και 

για την επίδρασή τους στην µεταγραφική ρύθµιση των γονιδίων των αποΑ-Ι και αποCIII. 
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Πίνακας  VΙ.  Οι  ανασυνδυασμένοι  αδενοϊοί  που
χρησιμοποιήθηκαν  για  την  μελέτη  της  μεταγραφικής  ρύθμισης
των λιποπρωτεϊνών και τα αποτελέσματα τιτλοδότησής τους 

Ανασυνδυασμένος αδενοϊός  Τίτλος (pfu/ml) 

Ad‐GFP‐HNF4α  5 x 109

Ad‐GFP‐T3Rβ  5 x 109

Ad‐GFP‐antiT3Rβ  5 x 109

Ad‐GFP‐RXRα  2 x 1010

Ad‐FLAG‐Smad3  2.1 x 1011

Ad‐FLAG‐Smad7  2 x 1010

Ad‐FLAG‐Smad4  4 x 1010

Ad‐GFP‐ARP1  1.3 x 1010

Ad‐HA‐ALK5  9 x 1010
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Επίδραση των πρωτεϊνών Smad3 και Smad7 στα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων 

των απολιποπρωτεϊνών αποΑ-Ι και αποCIII, σε κύτταρα HepG2. 

Κύτταρα HepG2 σε καλλιέργειες σε τρυβλία P-100, µολύνθηκαν µε ανασυνδυασµένους 

αδενοϊούς που εκφράζουν τους παράγοντες Smad3 ή Smad7, σε MOI 5, 10 και 20, για 

τον κάθε αδενοϊό. Έπειτα από επώαση 48 ωρών, τα κύτταρα συλλέχθηκαν και 

ακολούθησε αποµόνωση ολικού RNA και ανάλυση κατά Northern. 

Τα επίπεδα έκφρασης των Smad3 και Smad7 ήταν σε υψηλά επίπεδα σε όλα τα κύτταρα 

που µολύνθηκαν µε τους αντίστοιχους ανασυνδυασµένους αδενοϊούς, όπως φαίνεται από 

την εικόνα του σήµατος των κατάλληλων ανιχνευτών µετά από ανάλυση κατά Northern 

(Εικόνα 43A). Σηµαντικό στοιχείο αποτελεί η αύξηση των επιπέδων ενδογενούς Smad7 

που παρατηρήθηκε στα κύτταρα HepG2 που είχαν µολυνθεί µόνο µε αδενοϊούς που 

εκφράζουν την Smad3. Είναι γνωστό ότι η Smad3, σε συνεργασία µε Smad4 επάγει την 

έκφραση του γονιδίου της Smad7 (Nagarajan et al. 1999). Η παρατήρηση αυτή 

επιβεβαιώνει την λειτουργικότητα των µορίων που εκφράζονται µέσω των αδενοϊών. 

Για την εκτίµηση της επίδρασης των παραγόντων αυτών στην µεταγραφική ρύθµιση 

των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών αποΑ-Ι και αποCΙΙΙ, σε κύτταρα HepG2 

(ηπατοκύτταρα), αναλύθηκαν τα επίπεδα έκφρασης του mRNA των απολιποπρωτεϊνών 

χρησιµοποιώντας ανιχνευτές (probes), που περιγράφονται στο κεφάλαιο «Υλικά και 

Μέθοδοι», σε πειράµατα ανάλυσης κατά Northern. Όπως φαίνεται στο ραβδόγραµµα της 

Eικόνας 43Β, τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών αποΑ-Ι και 

αποCIII, δεν φαίνεται να επηρεάζονται σηµαντικά από την υπερ-έκφραση της πρωτεΐνης  
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Εικόνα  43Α‐Β. Aυτοραδιογραφία  ανάλυσης Northern  ολικού  RNA 
από HepG2  κύτταρα  μολυσμένα  με  αυξανόμενες  δόσεις  αδενοϊών 
(5,  10  και  20 MOI,  αντίστοιχα)  που  εκφράζουν  Smad3  ή  Smad7. Α. 
Χρήση ανιχνευτή  (probe)  για Smad3, Smad7  και GAPDH mRNA. B. 
Ποσοτικοποίηση  των  επιπέδων mRNA  για  αποCIII  και  αποΑ‐Ι,  σε 
σχέση  με  το  δείγμα  ελέγχου  (κύτταρα  που  μολύνθηκαν  με 
αδενοϊούς που εκφράζουν GFP) που ορίζεται στο 100%. Οι μετρήσεις 
έχουν κανονικοποιηθεί (normalized) με βάση τα επίπεδα mRNA της 
GAPDH. 



 

Smad3 ή Smad7, σε σχέση µε κύτταρα που εκφράζουν την πρωτεΐνη ελέγχου, GFP 

(Εικόνα 43Β). 

 

Επίδραση της πρωτεΐνης HNF4α στην έκφραση των απολιποπρωτεϊνών αποΑ-Ι 

και αποCIII, σε κύτταρα HepG2. 

Προκαταρκτικά πειράµατα για την µελέτη του ρόλου του µεταγραφικού παράγοντα 

HNF4α στην µεταγραφική ρύθµιση των απολιποπρωτεϊνών Α-Ι και CIII, έγιναν σε 

κύτταρα HepG2. Παράλληλα µελετήθηκε και η επίδραση των παραγόντων Smad3, 

Smad4 και Smad7. Καλλιέργειες HepG2 κυττάρων σε τρυβλία P-100, µολύνθηκαν µε 

συνδυασµό αδενοϊών που εκφράζουν τους παράγοντες Smad3 και Smad4 (Smad3/4) ή µε 

αδενοϊούς που εκφράζουν τον Smad7 ή τέλος µε αδενοϊούς που εκφράζουν τον HNF4α, 

σε συνολικό MOI 5, για τον κάθε αδενοϊό. Χρησιµοποιώντας συνολικό MOI των 

αδενοϊών Smad3/4 και Smad7, για όλα τα πειράµατα, ίσο µε 20, HepG2 κύτταρα 

µολύνθηκαν µε συνδυασµούς των παραπάνω αδενοϊών µε σκοπό να µελετηθεί τυχόν 

αλληλεπίδραση µεταξύ των διαφόρων παραγόντων στην ρύθµιση των απολιποπρωτεϊνών 

Α-Ι και CIII. Έπειτα από επώαση 48 ωρών, τα κύτταρα συλλέχθηκαν και ακολούθησε 

αποµόνωση ολικού RNA και ανάλυση κατά Northern. 

Στην Eικόνα 44 φαίνονται τα επίπεδα έκφρασης του mRNA των απολιποπρωτεϊνών Α-Ι 

και CIII σε κύτταρα HepG2 που έχουν µολυνθεί µε τους υποδεικνυόµενους συνδυασµούς 

αδενοϊών µετά από ανάλυση κατά Northern, και µετά από κανονικοποίηση 

(normalization) των αποτελεσµάτων µε βάση τα επίπεδα της GAPDH.  
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Εικόνα 44. Ποσοτικοποίηση των επιπέδων mRNA για αποCIII και αποΑ‐
Ι  μετά από ανάλυση  κατά Northern  ολικού RNA  κυττάρων HepG2.  Τα 
κύτταρα μολύνθηκαν με  αδενοϊούς  (συνολικό MOI  20)  που  εκφράζουν 
τους παράγοντες που  υποδεικνύονται  στο  κάτω μέρος  της  εικόνας.  Τα 
επίπεδα  έκφρασης  των  απολιποπρωτεϊνών  στο  δείγμα  ελέγχου  (GFP) 
ορίστηκαν ως 1.0.  
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Φαίνεται ότι η υπερέκφραση του HNF4α στα HepG2 κύτταρα, αύξησε τα επίπεδα 

έκφρασης της αποCIII 3-5 φορές, σε σχέση µε τα επίπεδα έκφρασής της σε κύτταρα που 

έχουν µολυνθεί µε τους αδενοϊούς-ελέγχου που εκφράζουν την GFP (Εικόνα 44). Η 

δραµατική αυτή αύξηση στα ενδογενή επίπεδα mRNA της αποCIII των HepG2 κυττάρων 

από τον HNF4α, το οποίο συµφωνεί µε παλαιότερες µελέτες (Talianidis et al. 1995; 

Kardassis et al. 1997; Ladias et al. 1992), αποδεικνύει την λειτουργικότητα της HNF4α 

πρωτεΐνης και του συστήµατος µελέτης που χρησιµοποιήθηκε. 

Η έκφραση των παραγόντων του TGFβ σηµατοδοτικού µονοπατιού, και 

συγκεκριµένα του συνδυασµού Smad3/4 ή του παράγοντα Smad7, σε συνδυασµό ή µη µε 

τον παράγοντα HNF4α, δεν φαίνεται να επηρεάζει σηµαντικά την µεταγραφική ρύθµιση 

του ενδογενούς γονιδίου της αποCIII (Eικόνα 44). Σύµφωνα µε παλαιότερες µελέτες, και 

κυρίως σε πειράµατα ενεργοποίησης ετερόλογων υποκινητών και µελέτης φυσικών 

αλληλεπιδράσεων µεταξύ Smads και HNF4α έχει βρεθεί ότι οι πρωτεΐνες Smad3, Smad4 

και HNF4α εµφανίζουν συνεργιστική ενεργοποίηση του υποκινητή της αποCIII 

(Kardassis et al. 2000; Chou et al. 2003). Περισσότερα πειράµατα είναι αναγκαία για να 

διευκρινιστεί ο ρόλος των παραγόντων αυτών στην µεταγραφική ρύθµιση του 

ενδογενούς γονιδίου της αποCIII. 

Λόγω του µικρού δείγµατος πειραµάτων και των µικρών µεταβολών που 

παρατηρούνται στα επίπεδα έκφρασης της αποΑ-Ι (Εικόνα 44), δεν µπορούν να 

εξαχθούν ακριβή συµπεράσµατα για την επίδραση των παραγόντων αυτών στην έκφραση 

του γονιδίου της αποΑ-Ι, από αυτά τα δεδοµένα.  
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Η πρωτεΐνη Smad3 µειώνει τα επίπεδα έκφρασης της αποΑ-Ι, in vivo. 

Για την µελέτη του ρόλου των µελών του σηµατοδοτικού µονοπατιού του TGFβ στην 

µεταγραφική ρύθµιση της αποΑ-Ι, σχεδιάστηκαν και πραγµατοποιήθηκαν in vivo 

πειράµατα σε διαγονιδιακούς επίµυες που φέρουν το γονίδιο της αποΑ-Ι του ανθρώπου 

µαζί µε τις ρυθµιστικές αλληλουχίες του («Tg hapoA-I») (Kan et al. 2000) αλλά και σε 

C57BL/6 επίµυες. Οι επίµυες µολύνθηκαν µε αδενοϊούς προκειµένου να εκφραστούν, 

κυρίως στο ήπαρ τους, οι µεταγραφικοί παράγοντες Smad3 και Smad4.  

Σε αρχικά πειράµατα, οι επίµυες «Tg hapoA-I» που δέχτηκαν τους αδενοϊούς που 

εκφράζουν την πρωτεΐνη Smad3 εµφάνιζαν παθολογική εικόνα και πέθαναν 4 ηµέρες 

µετά την µόλυνση. Οι δόσεις των αδενοϊών που χρησιµοποιήθηκαν ήταν 2 x 109 pfu 

προκειµένου να επιτευχθούν υψηλά επίπεδα ηπατικής έκφρασης των πρωτεϊνών. Για να 

µελετηθεί η επίδραση της έκφρασης της πρωτεΐνης Smad3 στην έκφραση της αποΑ-Ι, τα 

πειράµατα επαναλήφθηκαν και οι επίµυες θυσιάστηκαν 3 ηµέρες µετά την µόλυνση.  

Ο ηπατικός ιστός συλλέχθηκε για την αποµόνωση ολικού RNA και ακολούθησε 

ανάλυση κατά Northern για τα επίπεδα έκφρασης του mRNA των Smad3, αποΑ-Ι και 

GAPDH (γονίδιο ελέγχου) στο ήπαρ των ζώων. Στους «Tg hapoA-I» επίµυες που 

µολύνθηκαν µε αδενοϊούς που εκφράζουν την πρωτεΐνη Smad3, βρέθηκε ότι τα επίπεδα 

mRNA της Smad3 ήταν πολύ υψηλά, παρότι θυσιάστηκαν 3 ηµέρες µετά την µόλυνση, 

ενώ φαίνεται να είναι σε µη ανιχνεύσιµα επίπεδα στους επίµυες που δέχτηκαν αδενοϊούς 

για την πρωτεΐνη-ελέγχου GFP ή για την πρωτεΐνη Smad4 (Εικόνα 45). Σηµαντική είναι 

η παρατήρηση ότι στους επίµυες που εκφράζουν την Smad3 τα επίπεδα έκφρασης για 

την αποΑ-Ι µειώνονται δραµατικά, τουλάχιστον 10 φορές σε σχέση µε τα επίπεδα της 

αποΑ-Ι στους επίµυες που εκφράζουν την Smad4 ή την GFP (Εικόνα 45). 
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Εικόνα 45 Αυτοραδιογραφία ανάλυσης Northern ολικού RNA ήπατος 
διαγονιδιακών  ποντικών  (Tg  hapoA‐I),  3  ημέρες  μετά  την  μόλυνσή 
τους  με  αδενοϊούς  που  εκφράζουν  Smad3  ή  Smad4,  ή  την  πρωτεΐνη‐
ελέγχου GFP,  με  δόσεις  2  x  109  pfu.  Χρησιμοποιήθηκαν  κατάλληλοι 
ανιχνευτές  για  Smad3,  αποΑ‐Ι  του  ανθρώπου  (hapoA‐I)  και GAPDH 
του ποντικού (mGAPDH), όπως υποδεικνύονται στην εικόνα. 
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Σε C57ΒL/6 επίµυες που µολύνθηκαν µε σχετικά χαµηλή δόση αδενοϊών (3x108 pfu), 

προς αποφυγή του θανάτου των ζώων, η υπερέκφραση της Smad3 δεν φάνηκε να 

επηρεάζει τα επίπεδα έκφρασης του mRNA της αποΑ-Ι του ποντικού (Eικόνα 46). 

∆οκιµάστηκε µαζί µε την Smad3 και ο υποδοχέας ALK5 (activin receptor-like kinase 

5) o οποίος είναι υποδοχέας τύπου Ι του TGFβ, και είναι συστατικά ενεργός 

(constitutively active) (Moustakas et al. 2001). Η συνέκφραση των Smad3 και ΑLK5 

µείωσε δραµατικά τα επίπεδα έκφρασης της αποΑ-Ι του ποντικού (Eικόνα 46), 

φανερώνοντας τον σηµαντικό ρόλο του µονοπατιού σηµατοδότησης του TGFβ και 

συγκεκριµένα της Smad3, στη µεταγραφική ρύθµιση του γονιδίου της αποΑ-Ι, in vivo. 

 

 

Συµπεράσµατα 

Οι µεταγραφικοί παράγοντες HNF4α και Smad3 φαίνεται να συµµετέχουν στη ρύθµιση 

της µεταγραφικής ενεργότητας των γονιδίων των αποCIII και αποΑ-Ι, αντίστοιχα. 

Συγκεκριµένα για την Smad3, το γεγονός ότι υπερέκφρασή της προκαλεί σηµαντική 

παθολογική εικόνα και θάνατο στους ποντικούς που χρησιµοποιήθηκαν, υποδεικνύει ότι 

παίζει σηµαντικό ρόλο και αξίζει να µελετηθεί η δράση της στο σύνολο του 

γονιδιώµατος του ποντικού, που όµως δεν ήταν στους σκοπούς της παρούσας διατριβής. 

Είναι φανερό ότι χρειάζονται περισσότερα πειράµατα για να επιβεβαιωθούν και να 

µελετηθούν περαιτέρω οι σχέσεις αυτών αλλά και άλλων µεταγραφικών παραγόντων µε 

την ρύθµιση της έκφρασης των γονιδίων των απολιποπρωτεϊνών Α-Ι και CIII, in vivo. 

Απώτερος σκοπός είναι να βρεθούν µηχανισµοί που να οδηγήσουν σε αύξηση της 

έκφρασης της αποΑ-Ι και µείωση της έκφρασης της αποCIII.  
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Εικόνα  46.  Αυτοραδιογραφία  ανάλυσης  κατά  Northern  ολικού  RNA 
C57BL/6 ποντικών, 3 ημέρες μετά την μόλυνσή τους με αδενοϊούς (3x108 
pfu) που εκφράζουν την πρωτεΐνη ελέγχου GFP ή την πρωτεΐνη Smad3 ή 
με  συνδυασμό  αδενοϊών  που  εκφράζουν  την  πρωτεΐνη  Smad3  και  τον 
υποδοχέα ALK5. Στην εικόνα φαίνεται το σήμα από τους ανιχνευτές για 
την αποΑ‐Ι του ποντικού (mapoA‐I) και την mGAPDH. 
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ΑΑ..  IN VITRO ΚΑΙ IN VIVO ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΣΧΕΣΗΣ ∆ΟΜΗΣ - ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑΣ 

ΦΥΣΙΚΩΝ ΜΕΤΑΛΛΑΞΕΩΝ ΤΗΣ ΑΠΟΑ-Ι 

 

Η προσέγγιση της µελέτης των µεταλλάξεων της αποΑ-Ι  

Η βιογένεση της HDL, θεωρείται ένα συνεχές µονοπάτι κατά το οποίο, η αποΑ-Ι και 

διάφορες πρωτεΐνες, αλληλεπιδρούν µε συγκεκριµένο τρόπο για να σχηµατίσουν αρχικά 

την preβ-HDL, και στη συνέχεια, µε περαιτέρω λιπιδίωση, τα δισκοειδή και σφαιρικά 

σωµατίδια HDL, τα οποία θεωρούνται ως τα βιολογικά ενεργά σωµατίδια (Zannis et al. 

2006). Η σειρά και οι ακριβείς αλληλεπιδράσεις των πρωτεϊνών στα αρχικά βήµατα του 

µονοπατιού βιογένεσης της HDL, δεν είναι απολύτως γνωστά και αποτέλεσαν 

αντικείµενο µελέτης της παρούσας διατριβής.  

Η στρατηγική που εφαρµόστηκε στην παρούσα µελέτη είναι η µεταφορά γονιδίων 

µέσω ανασυνδυασµένων αδενοϊών, σε επίµυες µε έλλειψη της ενδογενούς αποΑ-Ι 

(αποΑ-Ι-/-). Ο σχεδιασµός έγινε έτσι ώστε να αναγνωριστούν συγκεκριµένα βήµατα στο 

µονοπάτι της HDL στα οποία ενδιάµεσες µορφές σωµατιδίων της αποΑ-Ι δεν ωριµάζουν 

προς το τελικό προϊόν (σφαιρική HDL) αλλά συσσωρεύονται στο πλάσµα ή 

καταβολίζονται. Η στρατηγική αυτή έχει χρησιµοποιηθεί µε επιτυχία, για παρόµοιες 

µελέτες, από το εργαστήριο του ∆ρ. Βασίλη Ζαννή και έχουν αναγνωριστεί διακριτοί 

φαινότυποι που χαρακτηρίζονται από ελαττωµατική σύνθεση της HDL, λόγω 

προβληµατικής αλληλεπίδρασης του ABCA1 µε την αποΑ-Ι ή συσσώρευση δισκοειδών 

σωµατιδίων λόγω ελαττωµατικής ενεργοποίησης της LCAT (Chroni et al. 2003; Chroni 

et al. 2005a) καθώς και από διάφορες µορφές δυσλιπιδαιµίας (Chroni et al. 2004a; 

Chroni et al. 2005a; Chroni et al. 2005b; Reardon et al. 2001; Zannis et al. 2004a).  
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Στην παρούσα διατριβή µελετήθηκε η επίδραση των φυσικά απαντώµενων 

µεταλλαγµένων µορφών της αποΑ-Ι, αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN, 

αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris, αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo και αποΑ-Ι(Leu178Pro) καθώς και µιας 

νέας τεχνητής µετάλλαξης, που εκφράζει την πρωτεΐνη αποΑ-Ι(Arg149Ala), στην 

βιογένεση της HDL. 

Οι φαινότυποι των αποΑ-Ι-/- επίµυων οι οποίοι µολύνθηκαν µε αδενοϊούς που φέρουν 

τις παραπάνω µεταλλαγµένες µορφές της αποΑ-Ι αναµένεται να προσοµοιάζουν τους 

φαινότυπους που έχουν παρατηρηθεί σε ασθενείς ηµιζυγώτες ή ετεροζυγώτες για τις 

αντίστοιχες µεταλλάξεις, όπως αυτές περιγράφονται στην εισαγωγή της παρούσας 

διατριβής. Για τις περισσότερες από αυτές τις µεταλλαγµένες µορφές έχουν περιγραφεί 

ετεροζυγώτες ασθενείς, άτοµα δηλαδή που εκφράζουν κανονικά την WT αποΑ-Ι από το 

ένα αλληλόµορφο και την µεταλλαγµένη µορφή της αποΑ-Ι στο άλλο, γεγονός που 

εµπόδιζε την µελέτη των ιδιοτήτων µόνο των µεταλλαγµένων µορφών αποΑ-Ι. Τα 

µοντέλα επίµυων που περιγράφονται στην παρούσα διατριβή επέτρεψαν την µελέτη των 

µεταλλαγµένων µορφών χωρίς την παρουσία της αγρίου τύπου αποΑ-Ι.  

Ο σχηµατισµός HDL εκτιµήθηκε µέσω ανάλυσης του πλάσµατος µε χρωµατογραφία 

µοριακής διήθησης σε FPLC, µε ηλεκτροφόρηση σε δύο διαστάσεις (2D) και µέσω 

ηλεκτρονικής µικροσκοπίας. Άλλες παράµετροι που εκτιµήθηκαν και που µπορούν να 

υποδείξουν πιθανές ανωµαλίες στην βιογένεση της HDL είναι η κατανοµή της αποΑ-Ι 

στα διάφορα κλάσµατα του πλάσµατος και ο υπολογισµός του λόγου εστέρων 

χοληστερόλης προς ολική χοληστερόλη (CE/TC) της HDL του πλάσµατος.  

Παράλληλα, εξετάστηκαν in vitro οι λειτουργικές ιδιότητες των µεταλλαγµένων 

µορφών, σε σχέση µε την WT αποΑ-Ι. Συγκεκριµένα, µελετήθηκε η ικανότητα των 
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µεταλλαγµένων µορφών της αποΑ-Ι να επάγουν έξοδο της χοληστερόλης µέσω του 

ABCA1 από µακροφάγα επιτρέποντας την αναγνώριση πιθανών ανωµαλιών στην 

λειτουργική αλληλεπίδραση µεταξύ της αποΑ-Ι και του ABCA1 η οποία οδηγεί στην  

αρχική λιπιδίωση της αποΑ-Ι (Fitzgerald et al. 2004a). Μια άλλη παράµετρος που 

µελετήθηκε ήταν η ικανότητα της κάθε µεταλλαγµένης µορφής να επάγει εστεροποίηση 

της χοληστερόλης σε rHDL σωµατίδια, δηλαδή η ικανότητα ενεργοποίησης της δράσης 

του ενζύµου LCAT. Η παράµετρος αυτή µπορεί να αναγνωρίσει ανωµαλίες που 

εµποδίζουν την ωρίµανση των λιπιδιωµένων µορίων αποΑ-Ι και το σχηµατισµό 

σφαιρικών HDL σωµατιδίων µεγάλου µεγέθους.  

 

Η βαρύτητα του φαινοτύπου διαφέρει µεταξύ των µεταλλαγµένων µορφών της 

αποΑ-Ι 

Σε συµφωνία µε παλαιότερες µελέτες, που έγιναν για µερικές από τις µεταλλαγµένες 

µορφές (Daum et al. 1999a; Daum et al. 1999b; Cho et al. 2001; Sviridov et al. 2000), οι 

in vitro δοκιµές της παρούσας διατριβής έδειξαν ότι οι µεταλλαγµένες µορφές της αποΑ-

Ι που παρουσίασαν παθολογικό φαινότυπο στις  in vivo µελέτες, εµφάνισαν σχεδόν 

φυσιολογική ικανότητα εξόδου χοληστερόλης από τα κύτταρα µέσω του ΑBCA1 αλλά 

σηµαντικά µειωµένη ικανότητα ενεργοποίησης του ενζύµου LCAT (Εικόνα 31). 

Με βάση τα αποτελέσµατα των in vivo µελετών και λαµβάνοντας υπ’ όψιν τις 

επιπτώσεις της κάθε µεταλλαγµένης αποΑ-Ι µορφής στο φαινότυπο των επίµυων, οι 

µεταλλάξεις που µελετήθηκαν µπορούν να διαχωριστούν σε δύο οµάδες. Στην πρώτη 

οµάδα περιλαµβάνονται οι µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa και αποΑ-

Ι(Leu159Arg)FIN που προκαλούν βαρύτερο παθολογικό φαινότυπο σε επίµυες που 
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εκφράζονται. Ενώ στην δεύτερη οµάδα ανήκουν οι µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-

Ι(Arg151Cys)Paris, αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo και αποΑ-Ι(Arg149Ala) η έκφραση των 

οποίων προκαλεί µικρότερες αλλαγές στο φαινότυπο των επίµυων που τις εκφράζουν. 

Η µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Leu178Pro) δεν φάνηκε να επηρεάζει σηµαντικά την 

λειτουργικότητα της αποΑ-Ι στο σύστηµα µελέτης που χρησιµοποιήθηκε. Προφανώς, η 

µετάλλαξη αυτή δεν επηρεάζει την βιογένεση της HDL στα αρχικά στάδια σχηµατισµού 

της αλλά ίσως σε µεταγενέστερα στάδια να επηρεάζει την σταθερότητα ή τις ιδιότητες 

της HDL που σχηµατίζει οδηγώντας έτσι στον παθολογικό φαινότυπο που προκαλεί σε 

ανθρώπους-φορείς της (Hovingh et al. 2004), χρειάζεται όµως άλλη πειραµατική 

προσέγγιση και λεπτροµερής ανάλυση της HDL για την περαιτέρω µελέτης της 

µεταλλαγµένης αυτής µορφής της αποΑ-Ι. 

 

Οι µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa και αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN

Όταν εκφράστηκαν σε αποΑ-Ι-/- επίµυες, οι µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-

Ι(Leu141Arg)Pisa και αποΑ-Ι(Leu159Arg)FIN οδήγησαν σε πολύ χαµηλά επίπεδα 

χοληστερόλης και αποΑ-Ι στο πλάσµα και σχηµατισµό preβ-HDL και µόνο, µικρού 

µεγέθους, α4-HDL σωµατιδίων. Επίσης, στους επίµυες αυτούς σχηµατίστηκε πολύ 

µικρός αριθµός σφαιρικών HDL σωµατιδίων παρόµοιος µε αυτόν που σχηµατίζεται στο 

πλάσµα επίµυων που εκφράζουν µόνο την πρωτεΐνη ελέγχου, GFP, ενώ και ο λόγος 

CE/TC του πλάσµατος και της HDL ήταν κατά πολύ µειωµένος.  

Προηγούµενες µελέτες σε ανθρώπους έδειξαν ότι ηµιζυγώτες (σύνθετοι 

ετεροζυγώτες (compound heterozygotes) για ένα ελλειµατικό αλληλόµορφο (null) και 

ένα αλληλόµορφο µε την µετάλλαξη) για την µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-
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Ι(Leu141Arg)Pisa εµφάνιζαν σηµαντική µείωση στα επίπεδα αποΑ-Ι στο πλάσµα και 

σχεδόν απουσία HDL-χοληστερόλης. Ασθενείς ετεροζυγώτες για την µετάλλαξη αυτή 

εµφάνιζαν επίπεδα HDL-χοληστερόλης και αποΑ-Ι πρωτεΐνης µειωµένα στο 50% του 

φυσιολογικού, (Miccoli et al. 1996; Pisciotta et al. 2003). Το πλάσµα των ηµιζυγωτών 

περιείχε preβ1-HDL και χαµηλή συγκέντρωση µικρών σωµατιδίων µε α- 

ηλεκτροφορητική κινητικότητα (Miccoli et al. 1997).  

Ο Miccoli και οι συνεργάτες του, εξέτασαν, επίσης, την ικανότητα πλάσµατος από 

σύνθετους ετεροζυγώτες να επάγει την έξοδο χοληστερόλης από ινοβλάστες, την οποία 

υπολόγισαν στο 58% αυτής που επάγει πλάσµα από φυσιολογικά άτοµα, και έτσι 

υποστήριξαν ότι η µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa επηρεάζει την έξοδο 

χοληστερόλης (Miccoli et al. 1997). Θα πρέπει να επισηµανθεί ότι στα παραπάνω 

πειράµατα εξόδου χοληστερόλης µε χρήση ινοβλαστών µετρήθηκε η έξοδος 

χοληστερόλης που επάγεται τόσο από τον ABCA1 όσο και από τον ABCG1 και SR-BI. 

Στην παρούσα διατριβή µετρήθηκε µόνο η ABCA1-εξαρτώµενη έξοδος χοληστερόλης 

από µακροφάγα και φάνηκε ότι η έξοδος χοληστερόλης που επάγει η µεταλλαγµένη 

µορφή αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa είναι σε φυσιολογικά επίπεδα (Εικόνα 29).  

Μελέτες σε ασθενείς ετεροζυγώτες ως προς την µετάλλαξη για την apoA-

I(Leu159Arg)FIN καθώς και σε επίµυες που εκφράζουν την µεταλλαγµένη µορφή µέσω 

αδενοϊών έδειξαν ότι προκαλεί µεγάλη µείωση στα επίπεδα της HDL-χοληστερόλης και 

της αποΑ-Ι στο πλάσµα (Miettinen et al. 1997a), και ότι κατανέµονται κυρίως στην 

περιοχή της HDL3 (Miettinen et al. 1997b). Αναφέρεται επίσης, ότι σχηµατίζουν µικρού 

µεγέθους HDL σωµατίδια (8-9 nm) και έχουν µειωµένα επίπεδα εστέρων χοληστερόλης 

στο πλάσµα και την HDL (Miettinen et al. 1997b; McManus et al. 2001). Ανάλυση του 
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πλάσµατος από επίµυες µολυσµένους µε αδενοϊούς που εκφράζουν την αποA-

I(Leu159Arg)FIN, σε µια διάσταση, έδειξε ότι σχηµατίζονται κυρίως σωµατίδια µε preβ-

ηλεκτροφορητική κινητικότητα καθώς και σωµατίδια µε ενδιάµεση κινητικότητα µεταξύ 

α- και preβ (McManus et al. 2001). Τα σωµατίδια αυτά, από την κινητικότητά τους, 

φαίνεται να αντιστοιχούν στα α4-HDL σωµατίδια που παρατηρήθηκαν στην παρούσα 

διατριβή, µετά από ανάλυση του πλάσµατος µε ηλεκτροφόρηση σε δύο διαστάσεις.  

 

Οι µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo, αποΑ-Ι(Arg149Ala) και αποΑ-

Ι(Arg151Cys)Paris

Γονιδιακή µεταφορά για τις αποA-I(Arg160Leu)Oslo και αποA-I(Arg149Ala) σε αποΑ-Ι-/- 

επίµυες οδήγησε σε σηµαντική µείωση της αποA-I και της HDL-χοληστερόλης στο 

πλάσµα, σε σχέση µε την WT αποA-I. Επίσης, οδήγησε στο σχηµατισµό preβ-HDL και 

υψηλής ηλεκτροφορητικής κινητικότητας α4-HDL σωµατιδίων, συσσώρευση δισκοειδών 

HDL σωµατιδίων στο πλάσµα, µείωση της αναλογίας CE/TC στο πλάσµα και στην ΗDL 

καθώς και µετατόπιση της κατανοµής της αποΑ-Ι και της χοληστερόλης προς την 

περιοχή της HDL3. Συνολικά, ο φαινότυπος των επίµυων που εκφράζουν τις 

µεταλλαγµένες µορφές αποA-I(Arg149Ala) ή αποA-I(Arg160Leu)Oslo ήταν ίδιος. 

Παρόµοια εικόνα φαίνεται να προκαλεί και η µετάλλαξη κατά την οποία αντικαθίστανται 

µαζί και τα δύο αµινοξέα Arg160/His162 από Ala και Val, αντίστοιχα (Chroni et al. 

2005a). 

Οι παρατηρήσεις της παρούσας διατριβής είναι συµβατές µε προηγούµενες µελέτες 

οι οποίες δείχνουν ότι ετεροζυγώτες για την µετάλλαξη αποA-I(Arg160Leu)Oslo 

εµφάνιζαν επίπεδα HDL και αποΑ-Ι περίπου στο 60% και 70% του φυσιολογικού, 
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αντίστοιχα, σχηµάτιζαν preβ1- και µικρού µεγέθους α-HDL σωµατίδια και 

χαρακτηρίζονταν από 30% µειωµένη δραστικότητα LCAT στο πλάσµα τους (Leren et al. 

1997).  

Η µεταλλαγµένη µορφή αποΑ-Ι(Arg149Ala) είναι µια νέα τεχνητή µετάλλαξη και δεν 

έχει µελετηθεί σε πειράµατα γονιδιακής µεταφοράς σε µοντέλα ζώων.  

Ετεροζυγώτες για την αποA-I(Arg151Cys)Paris είχαν περίπου 50% του φυσιολογικού 

HDL-χοληστερόλη και αποΑ-Ι, µειωµένη δραστικότητα LCAT στο πλάσµα τους, και 

µετατόπιση της αποΑ-Ι και της χοληστερόλης προς την περιοχή της HDL3 (Bruckert et 

al. 1997). Φορείς της µετάλλαξης για την αποA-I(Arg151Cys)Paris δεν είχαν σηµάδια 

στεφανιαίας νόσου (Bruckert et al. 1997). Αναφέρεται ότι αυτό µπορεί να οφείλεται σε 

καλύτερες αντι-οξειδωτικές ιδιότητες της µορφής αυτής της αποΑ-Ι λόγω της ελεύθερης 

κυστεΐνης που φέρει στην επιφάνεια της α-έλικας (Bielicki and Oda 2002).   

Τα παραπάνω ευρήµατα της in vivo µελέτης που χαρακτηρίζονται από χαµηλά 

επίπεδα HDL-χοληστερόλης και τον σχηµατισµό κυρίως preβ- και α4-HDL σωµατιδίων, 

συµφωνούν µε τις προηγούµενες µελέτες σε ασθενείς-φορείς των µεταλλάξεων (Miccoli 

et al. 1997; Miccoli et al. 1996; Pisciotta et al. 2003; Miettinen et al. 1997b; McManus et 

al. 2001). Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι η προσέγγιση της µεταφοράς γονιδίων µέσω 

αδενοϊών στους αποΑ-Ι-/- επίµυες είναι αποτελεσµατική και προσοµοιάζει τον 

παθολογικό φαινότυπο που προκαλείται από συγκεκριµένες µεταλλάξεις της αποΑ-Ι 

στους ανθρώπους.  
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Η χορήγηση LCAT σε επίµυες µπορεί να διορθώσει την παθολογική εικόνα της HDL 

που προκαλείται από τις µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-

Ι(Leu159Arg)FIN, αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris, αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo και αποΑ-

Ι(Arg149Ala). 

Επιπρόσθετη πληροφορία για την µοριακή αιτιολογία των χαµηλών επιπέδων HDL 

στους ασθενείς που φέρουν τις µεταλλάξεις για τις αποA-I(Leu141Arg)Pisa και αποA-

I(Leu159Arg)FIN αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris, αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo καθώς και του 

φαινότυπου των επίµυων που εκφράζουν την αποΑ-Ι(Arg149Ala), ελήφθη µε πειράµατα 

µόλυνσης αποA-I-/- επίµυων µε συνδυασµό αδενοϊών που εκφράζουν κάθε µια 

µεταλλαγµένη µορφή µαζί µε αδενοϊούς που εκφράζουν την LCAT του ανθρώπου 

(hLCAT). Ο συνδυασµός αυτός (εν συντοµία θα αναφέρεται ως “αποA-I(Leu141Arg)Pisa 

+ hLCAT”) διόρθωσε τα επίπεδα της αποΑ-Ι και της HDL στο πλάσµα των επίµυων, 

επανέφερε το λόγο CE/TC σε φυσιολογικά επίπεδα και οδήγησε στο σχηµατισµό 

σφαιρικών σωµατιδίων HDL µε φυσιολογικούς preβ- και α-HDL υποπληθυσµούς.  

Η επαναφορά των επιπέδων της αποΑ-Ι και της HDL σε κανονικά επίπεδα (όπως 

αυτά ορίζονται από την WT αποΑ-Ι) µετά από την συνδυασµένη έκφραση της hLCAT, 

υποδεικνύει ότι οι µεταλλαγµένες µορφές αποΑ-Ι(Leu141Arg)Pisa, αποΑ-

Ι(Leu159Arg)FIN, αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris, αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo και αποΑ-

Ι(Arg149Ala) εκφράζονται και εκκρίνονται αποτελεσµατικά από το ήπαρ και ότι τα 

χαµηλά επίπεδα αποΑ-Ι πρωτεΐνης που παρατηρήθηκαν στο πλάσµα επίµυων όταν 

εκφράζουν καθεµία από τις πρωτεΐνες αυτές µόνες τους, δεν οφείλονται σε προβλήµατα 

έκφρασης ή έκκρισης των πρωτεϊνών. Φαίνεται δηλαδή ότι το βήµα που επηρεάζεται 
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είναι αυτό της εστεροποίησης της χοληστερόλης από το ένζυµο LCAT, στα σωµατίδια 

που σχηµατίζει η αποΑ-Ι.  

Τα in vivo ευρήµατα υποστηρίζονται και από τις µελέτες σε καλλιέργειες κυττάρων 

αλλά και από τις in vitro λειτουργικές δοκιµές για τις διάφορες µορφές της αποΑ-Ι από 

αυτή καθώς και προηγούµενες µελέτες. Έτσι, η παρούσα µελέτη έδειξε ότι οι 

µεταλλαγµένες µορφές της αποΑ-Ι εκκρίνονται αποτελεσµατικά από καλλιέργειες 

κυττάρων, έχουν φυσιολογική ικανότητα να επάγουν ΑBCA1-εξαρτώµενη έξοδο 

χοληστερόλης από J774 µακροφάγα (ενεργοποιηµένα µε το ανάλογο του cAMP) αλλά 

παρουσιάζουν µειωµένη ικανότητα ενεργοποίησης της LCAT, in vitro (McManus et al. 

2001; Miettinen et al. 1997b). 

 

Tα αµινοξέα Arg149, Arg 151 και Arg160 της αποΑ-Ι στα δισκοειδή HDL 

σωµατίδια, συµµετέχουν στην αλληλεπίδραση µε την LCAT  

H µειωµένη ικανότητα µορφών της αποΑ-Ι που φέρουν αντικαταστάσεις αµινοξέων στην 

περιοχή µεταξύ των 149 και 160 αµινοξέων, να ενεργοποιήσουν την LCAT έχει φανεί 

από in vitro πειράµατα της παρούσας αλλά και παλαιότερων µελετών (Leren et al. 1997; 

Daum et al. 1999a; Daum et al. 1999b; Roosbeek et al. 2001; Cho et al. 2001; Gorshkova 

et al. 2006). Υποστηρίζεται ότι η Arg160 παίζει άµεσο ρόλο στην ενεργοποίηση της 

LCAT (Cho et al. 2001). Συγκεκριµένα, µεταλλάξεις στο αµινοξύ αυτό δεν φαίνεται να 

επηρεάζουν την δοµή και τις θερµοδυναµικές ιδιότητες της αποΑ-Ι αλλά έχουν 

σηµαντικές επιπτώσεις στην ικανότητα ενεργοποίησης της LCAT (Roosbeek et al. 2001; 

Cho et al. 2001). Παροµοίως, η αντικατάσταση της Arg149 από γλουταµικό οξύ (Glu) 

δεν είχε καµία επίπτωση στην δοµή και τις θερµοδυναµικές ιδιότητες της αποΑ-Ι αλλά 
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ελαχιστοποίησε την ικανότητα της πρωτεΐνης να ενεργοποιεί την LCAT (Roosbeek et al. 

2001).  

Τα αµινοξέα Arg149, Arg153 και Arg160, τα οποία εντοπίζονται στο όριο 

υδρόφοβης/υδρόφιλης επιφάνειας της αµφιπαθικής έλικας 6 της αποΑ-Ι (Εικόνα 20), 

δηµιουργούν το µόνο σηµαντικό θετικό ηλεκτροστατικό δυναµικό της πρωτεΐνης 

(Roosbeek et al. 2001). Στο µοντέλο διπλής ζώνης (double belt), που περιγράφεται στην 

Εισαγωγή, τα αµινοξέα αυτά δεν σχηµατίζουν διαµοριακές (interhelical) γέφυρες άλατος 

µε την αντίστοιχη αντιπαράλληλη αλληλουχία µεταξύ των αµινοξέων 99 - 120 αλλά 

µπορούν ή να σχηµατίζουν ενδοµοριακές (intrahelical) αλληλεπιδράσεις ή να µένουν 

ελεύθερες για ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις µε αρνητικά φορτισµένα αµινοξέα της 

LCAT και έτσι να επάγουν την ενεργοποίησή της (Roosbeek et al. 2001).  

Όταν η Arg149 ή η Arg160 αντικαθίστανται από αλανίνη (Ala) ή άλλα υδρόφοβα 

αµινοξέα, η συνολική υδροφοβικότητα του µορίου αυξάνει και το θετικό ηλεκτροστατικό 

δυναµικό της περιοχής µειώνεται. Η µείωση αυτή µπορεί να εξηγεί την µειωµένη 

ικανότητα αυτών των µεταλλαγµένων µορφών να ενεργοποιήσουν την LCAT in vitro και 

in vivo.  

Η µειωµένη ικανότητα της µεταλλαγµένης µορφής αποA-I(Arg151Cys)Paris να 

ενεργοποιήσει αποτελεσµατικά την LCAT in vitro και in vivo µπορεί να οφείλεται σε 

διαφορετική οργάνωση των δύο αντιπαράλληλων µορίων σε σχέση µε την οργάνωση της 

WT αποA-I λόγω του σχηµατισµού δισουλφιδικών δεσµών µεταξύ των αµινοξέων 

Cys151 που φέρει η πρωτεΐνη αυτή (Klon et al. 2000). 
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Tα αµινοξέα Leu141 και Leu159 της αποΑ-Ι συµµετέχουν στις αλληλεπιδράσεις µε 

την LCAT σε πολύ πρώιµο στάδιο της βιογένεσης της HDL  

Λόγω της ανεπάρκειας ενεργοποίησης της LCAT φαίνεται ότι η νεοσυντιθέµενη φτωχή-

λιπιδίων αποA-I που σχηµατίζεται από τις αλληλεπιδράσεις της µε τον ABCA1, 

αποµακρύνεται από το πλάσµα. Αυτό υποστηρίζεται και από παλαιότερες µελέτες όπου 

έχει παρατηρηθεί αυξηµένος καταβολισµός (fractional catabolic rate) της HDL που 

σχηµατίζεται από την αποA-I(Leu159Arg)FIN (Miettinen et al. 1997b) καθώς και 

συσσώρευση προ-αποA-I στο πλάσµα ηµιζυγωτών για την µεταλλαγµένη µορφή αποA-

I(L141R)Pisa (Miccoli et al. 1996). Συσσώρευση προ-αποA-I έχει παρατηρηθεί και σε 

ανθρώπους µε την ασθένεια Tangier (Zannis et al. 1982) η οποία χαρακτηρίζεται από 

αυξηµένο καταβολισµό της HDL (Assmann et al. 2001). Όπως είναι γνωστό, η cubulin, 

µια µεµβρανική πρωτεΐνη 600 kDa, µπορεί και προσδένει αποA-I και HDL και επάγει 

τον καταβολισµό τους από τους νεφρούς (Kozyraki et al. 1999; Hammad et al. 1999).  

Ανάλυση της σχετικής συγκέντρωσης της ενδογενούς LCAT σε αποA-I-/- επίµυες που 

εκφράζουν την µεταλλαγµένη µορφή αποA-I(Leu141Arg)Pisa έδειξε ότι υπήρχε 

δραµατική µείωση της LCAT σε σχέση µε επίµυες που εκφράζουν την WT αποΑ-Ι. Η 

LCAT του πλάσµατος σε επίµυες που εκφράζουν το συνδυασµό “αποA-I(Leu141Arg)Pisa 

+ hLCAT”, αποκαταστάθηκε σε επίπεδα παρόµοια µε αυτά που παρατηρήθηκαν σε 

επίµυες που εκφράζουν την WT αποΑ-Ι (Εικόνα 38∆). Η δραµατική µείωση της 

ενδογενούς LCAT πλάσµατος στους επίµυες εκφράζουν µεταλλαγµένες µορφές της 

αποΑ-Ι µπορεί να είναι το αποτέλεσµα του αυξηµένου ρυθµού αποικοδόµησης της 

φτωχής-λιπιδίων µεταλλαγµένης αποΑ-Ι που βρίσκεται συνδεδεµένη µε την ενδογενή 

LCAT.  
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Οι δύο οµάδες µεταλλάξεων αποκαλύπτουν δύο διαφορετικά βήµατα στο µονοπάτι 

βιογένεσης της HDL. 

Παρουσία περίσσειας LCAT, µέσω της χορήγησης αδενοϊών που εκφράζουν την 

hLCAT, η εστεροποίηση της χοληστερόλης τόσο των νεοσυντιθέµενων preβ-σωµατιδίων 

[στην περίπτωση των αποA-I(Leu141Arg)Pisa και αποA-I(Leu159Arg)FIN], όσο και των 

δισκοειδών σωµατιδίων της HDL [στην περίπτωση των αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris, αποΑ-

Ι(Arg160Leu)Oslo και αποΑ-Ι(Arg149Ala)], φαίνεται να αναστέλλει τον γρήγορο 

καταβολισµό τους και να επιτρέπει την ωρίµανση τους σε δισκοειδή ή/και στη συνέχεια 

σφαιρικά σωµατίδια HDL, αντίστοιχα.  

Στην περίπτωση των µεταλλαγµένων µορφών αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris, αποΑ-

Ι(Arg160Leu)Oslo και αποΑ-Ι(Arg149Ala) της παρούσας διατριβής, καθώς και της 

µεταλλαγµένης µορφής αποΑ-Ι(Arg160Ala/His162Val) που έχει µελετηθεί παλαιότερα 

(Chroni et al. 2005a), φαίνεται να υπάρχει ανεπαρκής εστεροποίηση της χοληστερόλης 

γεγονός που οδηγεί στην συσσώρευση δισκοειδών σωµατιδίων στο πλάσµα. Στην 

περίπτωση αυτή, δηλαδή, φαίνεται να εµποδίζεται το βήµα µετατροπής της δισκοειδούς 

HDL σε σφαιρική (Εικόνα 47B). Στην περίπτωση, όµως, των αποA-I(Leu141Arg)Pisa και 

αποA-I(Leu159Arg)FIN φαίνεται, για πρώτη φορά, ότι αναστέλλεται ένα νωρίτερο βήµα 

στο µονοπάτι βιογένεσης της HDL που προηγείται του σχηµατισµού δισκοειδών 

σωµατιδίων (Εικόνα 47A).  
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Εικόνα 47Α‐Γ. Σχηματική απεικόνιση του μονοπατιού βιογένεσης της HDL 
και  πώς  οι  μεταλλαγμένες  μορφές  επηρεάζουν  την  εστεροποίηση  της 
χοληστερόλης Α.  των  preβ‐HDL  σωματιδίων,  στην  περίπτωση  των  αποΑ‐
Ι(Leu141Arg)Pisa  και  αποΑ‐Ι(Leu159Arg)FIN,  Β.  των  δισκοειδών  σωματιδίων, 
στην  περίπτωση  των  αποΑ‐Ι(Arg151Cys)Paris,  αποΑ‐Ι(Arg160Leu)Oslo  και 
αποΑ‐Ι(Arg149Ala),  και  Γ.  το  μονοπάτι  βιογένεσης/ωρίμανσης  της  HDL, 
παρουσία της WT αποΑ‐Ι. 
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Συµπερασµατικά, τα ευρήµατα της παρούσας µελέτης σε συνδυασµό µε προηγούµενες 

µελέτες (Miccoli et al. 1996; Pisciotta et al. 2003; Miettinen et al. 1997b; Miettinen et al. 

1997a; McManus et al. 2001), δείχνουν ότι, στην περίπτωση των αποA-I(Leu141Arg)Pisa 

και αποA-I(Leu159Arg)FIN, µετά την αρχική λιπιδίωση της αποΑ-Ι, η LCAT δεν 

εστεροποιεί αποτελεσµατικά την χοληστερόλη των preβ σωµατιδίων. Αυτό οδηγεί στην 

γρήγορη αποµάκρυνσή της preβ-HDL, και µαζί και της LCAT, και τον καταβολισµό 

τους, µειώνοντας έτσι τα επίπεδα της HDL, της αποΑ-Ι και της LCAT στο πλάσµα.  

Στην περίπτωση των αποΑ-Ι(Arg151Cys)Paris, αποΑ-Ι(Arg160Leu)Oslo και αποΑ-

Ι(Arg149Ala), µετά την αρχική λιπιδίωσή της η αποΑ-Ι προχωρά και σχηµατίζει 

δισκοειδή σωµατίδια. Η εστεροποίηση της χοληστερόλης από την LCAT, όµως, είναι 

ανεπαρκής και τα δισκοειδή σωµατίδια δεν µετατρέπονται µε ικανοποιητικό ρυθµό σε 

σφαιρικά σωµατίδια. Η καθυστέρηση αυτή οδηγεί σε χαµηλά επίπεδα HDL λόγω 

αποικοδόµησης των δισκοειδών σωµατιδίων (Kozyraki et al. 1999; Hammad et al. 1999) 

Η διόρθωση των διαφόρων παθολογικών φαινοτύπων, σε όλα τα επίπεδα, από την 

χορήγηση της LCAT µπορεί να αποτελέσει την βάση για πιθανές θεραπευτικές 

προσεγγίσεις για την διόρθωση χαµηλών επιπέδων της HDL που προκαλείται από 

συγκεκριµένες µεταλλάξεις της αποΑ-Ι. 

 

 

185 



 

ΜΕΛΛΟΝΤΙΚΕΣ ΚΑΤΕΥΘΥΝΣΕΙΣ 

 

Η µελέτη φυσικά απαντώµενων µεταλλάξεων συµβάλλει στην κατανόηση των µοριακών 

µηχανισµών που επηρεάζουν διάφορα βήµατα του µονοπατιού βιογένεσης της HDL. 

Επίσης, προσφέρει τρόπους διάγνωσης, πρόγνωσης και θεραπείας.  

Τα ευρήµατα της παρούσας διατριβής αποτελούν τη βάση για πιθανές περαιτέρω 

µελέτες πάνω στη σχέση δοµής-λειτουργίας της απολιποπρωτεΐνης Α-Ι. Παρόµοιες 

µελέτες µε τις οποίες θα εξεταστούν µεταλλαγές συγκεκριµένων αµινοξέων τόσο την 

περιοχή ενεργοποίησης της LCAT όσο και σε άλλες περιοχές της αποΑ-Ι µπορεί να 

αναγνωρίσουν κρίσιµα αµινοξέα που αλληλεπιδρούν µε άλλες πρωτεΐνες του 

µεταβολισµού της HDL και επηρεάζουν την βιογένεση και την οµοιόσταση των 

λιποπρωτεϊνών στο πλάσµα. 

Τέτοιες µεταλλαγές µπορεί να επηρεάσουν την δοµή της ώριµης HDL ή τον 

σχηµατισµό των preβ σωµατιδίων. Νέοι φαινότυποι µπορεί να αναγνωριστούν στο 

µέλλον οι οποίοι να προκαλούνται από ελλατωµατικές αλληλεπιδράσεις της αποΑ-Ι µε 

άλλες σηµαντικές πρωτεΐνες όπως ο SR-BI, η ηπατική λιπάση, η CETP, η PLTP και η 

αποΜ. Σηµαντική γνώση για την επίδραση των µεταλλάξεων της αποΑ-Ι πάνω στην 

βιογένεση της HDL µπορεί να αποκτηθεί στο µέλλον από λεπτοµερή ανάλυση της 

σύνθεσης των διαφόρων σωµατιδίων και υποπληθυσµών της HDL κατά την βιογένεσή 

της σε φυσιολογικές και παθολογικές καταστάσεις. Ήδη υπάρχουν αναφορές για 

πρωτεοµική  ανάλυση (proteomics) της HDL (Heller et al. 2005; Heller et al. 2007; 

Rezaee et al. 2006; Vaisar et al. 2007), η ανάπτυξη της οποίας µπορεί στο µέλλον να 
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αποκαλύψει νέες σχέσεις µεταξύ των πρωτεϊνών που συµµετέχουν στην βιογένεση και 

λειτουργία της HDL. 

Είναι επίσης σηµαντική η δυνατότητα που δίνεται µέσα από τέτοιες µελέτες να 

αναγνωριστούν και να αναπτυχθούν νέες διαγνωστικές µέθοδοι για ανωµαλίες στην 

βιογένεση της HDL. Τέτοια χρήση µπορεί να έχουν η µελέτη κατανοµής της αποΑ-Ι σε 

πυκνότητες που διαφέρουν από την φυσιολογική κατανοµή, όπως, για παράδειγµα, η 

µετατόπιση της στην περιοχή της HDL3. Άλλες παράµετροι που µπορεί να έχουν 

διαγνωστική αξία είναι η µείωση του λόγου εστέρων χοληστερόλης προς ολική 

χοληστερόλη (CE/TC) ή τέλος οι αλλαγές του λόγου των preβ προς τα α-HDL σωµατίδια 

που κυκλοφορούν στο πλάσµα.  
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Abbreviations: ABCA1, ATP binding cassette transporter A1; apoA-I, apolipoprotein A-I; 

apoA-I-/- mice, apoA-I-deficient mice; BSA, bovine serum albumin; CE, cholesteryl ester; 

CETP, cholesteryl ester transfer protein; cpt-cAMP, 8-(4-chlorophenylthio) adenosine 3′:5′-

cyclic monophosphate; EM, electron microscopy; FBS, fetal bovine serum; GFP, green 

fluorescent protein; HDL, high density lipoprotein; LCAT, lecithin:cholesterol 

acyltransferase; SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; 

PBS, phosphate-buffered saline; pfu, plaque forming units; PLTP, phospholipid transfer

protein; SR-BI, scavenger receptor class B type I; TC, total cholesterol; WT, wild-type.  
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Abstract

To explain the etiology and find a mode of therapy of genetically determined low levels 

of high density lipoprotein (HDL) levels, we have generated recombinant adenoviruses 

expressing apolipoprotein A-I (apoA-I)(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)FIN and 

studied their properties in vitro and in vivo. Both mutants were secreted efficiently from cells 

but had diminished capacity to activate lecithin:cholesterol acyltransferase (LCAT) in vitro. 

Adenovirus-mediated gene transfer of either of the two mutants in apoA-I-deficient (apoA-I-/-

) mice resulted in greatly decreased total plasma cholesterol, apoA-I and HDL cholesterol 

levels. The treatment also decreased the cholesteryl ester to total cholesterol ratio (CE/TC), 

caused accumulation of preβ1-HDL and small size α4-HDL particles and generated only few 

spherical HDL particles, as compared to mice expressing wild-type (WT) apoA-I. 

Simultaneous treatment of the mice with adenoviruses expressing either of the two mutants 

and human LCAT normalized the plasma apoA-I, HDL cholesterol levels and the CE/TC 

ratio, restored normal preβ- and α-HDL subpopulations and generated spherical HDL. The 

study establishes that apoA-I(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)FIN inhibit an early step 

in the biogenesis of HDL due to inefficient esterification of the cholesterol of the preβ1-HDL 

particles by the endogenous LCAT. Both defects can be corrected by treatment with LCAT.
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ApoA-I is the main protein component and is required for the biogenesis and the 

functions of HDL (2-4). HDL is synthesized through a complex pathway that involves 

various membrane-bound proteins, plasma enzymes and lipid transfer proteins (5). HDL 

assembles by an initial ABCA1-mediated transfer of cellular phospholipids and cholesterol to 

extracellular lipid-poor apoA-I acceptor. The initial lipidation of apoA-I is followed by the 

remodeling in the plasma compartment of the HDL particles by the esterification of cholesterol 

by the enzyme LCAT, the exchange between HDL and other lipoproteins of apolipoproteins and 

lipids, as well as the putative transfer of additional cellular cholesterol to the growing particles 

by the scavenger receptor class B type I (SR-BI) (6) and the cell surface transporter ABCG1 (7). 

Hydrolysis of lipids of HDL is mediated by various lipases (lipoprotein lipase, hepatic lipase, 

endothelial lipase) (5), and exchange of lipids by the phospholipid transfer protein (PLTP) (8)

and by the cholesteryl ester transfer protein (CETP) (9). 

Several naturally occurring apoA-I mutations that produce pathological phenotypes have 

been described (5;10-14). In recent studies, we have shown that mutations in apoA-I may affect 

different steps in the biogenesis of HDL or cause dyslipidemia (15-19). It has been estimated 

that structural mutations of apoA-I occur in 0.3% of the Japanese population and may affect 

the plasma HDL levels (20). From a total of 46 natural mutations of apoA-I, 25 are associated 

with low HDL levels and 17 of these mutants reduce the capacity of apoA-I to activate LCAT 

(5;12). These mutations are clustered predominantly in or at the vicinity of helix 4 of apoA-I 

(21) and some of them predispose to atherosclerosis (10;11;13;14;22). 

In the current study we investigated the effect of two naturally occurring apoA-I 

mutations, apoA-I(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)FIN, on the biogenesis of HDL. 

These mutations have been associated with very low HDL cholesterol and apoA-I levels as 

well as hypo-α lipoproteinemia in human subjects (13;22-27). Using adenovirus-mediated 

gene transfer of these mutants in apoA-I-/- mice, we found that both mutations fail to form
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discoidal or spherical HDL particles and are associated with very low plasma HDL levels. 

These defects could be corrected by co-infection of mice with adenoviruses expressing the 

mutant proteins along with human LCAT, indicating the endogenous LCAT was insufficient 

to esterify the cholesterol of preβ-HDL and thus to promote the sequential conversion of the 

preβ HDL particles to discoidal and spherical HDL particles.

EExxppeerriimmeennttaall PPrroocceedduurreess

Materials:: Materials not mentioned in the Experimental Procedures have been obtained 

from sources described previously (15;19). 

Generation of adenoviruses expressing the wild-type (WT) and the mutant apoA-I 

forms. Initially, the pUC19-apoAIg plasmid (28) was digested with BglII and treated with the 

Klenow fragment of the DNA polymerase I to fill the recessed 3′ end and ligated in order to 

eliminate the BglII site. The derivative plasmid, designated pUC19-apoAIg(∆BglII), was 

used as a template to amplify by PCR the human apoA-I genomic sequence. For the 

amplification a set of 5′ and 3′ flanking primers designated “apoAIg F” and “apoAIg R” was 

used (Table 1). The first primer was designed to carry the XbaI (5′-TCTAGA-3′) and BglII 

(5′-AGATCT-3′) recognition sites and the second primer carried the EcoRV (5′-GATATC-

3′) recognition site incorporating them to the 5′ and 3′ of the apoA-I genomic sequence, 

respectively. The product of the PCR was cloned into the pCDNA3.1 vector, resulting in the 

generation of the vector pCDNA3.1-apoAIg(∆BglII). The apoA-I mutants described in this 

study were generated using the mutagenesis kit QuikChange® XL (Stratagene). The 

mutagenic primers used are shown in Table 1. In all mutagenesis reactions the pCDNA3.1-

apoA-Ig(∆BglII) vector containing the genomic sequence of the human apoA-I was used as a 

template. Following 18 cycles of PCR amplification of the template DNA, the PCR product 

was treated with DpnI to digest the parental plasmids containing methylated DNA in one or 
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both strands. The reaction product containing newly synthesized DNA carrying the mutations 

of interest was used to transform competent cells XL10-Gold® (Stratagene). Ampicillin-

resistant clones were selected and plasmid DNA was isolated from these clones and subjected 

to sequencing to verify the presence of the desired point mutation. The plasmid containing 

the mutation of interest was digested with BglII and EcoRV and the 2.2 kb insert was 

subcloned into the BglII and EcoRV sites of the pAdTrackCMV vector to generate 

recombinant adenoviruses according to the Ad-Easy-1 system (Stratagene). The adenovirus 

construct was generated in bacteria BJ-5183-pAD1 (Stratagene). Correct clones were 

propagated in DH5a bacteria cells. The recombinant adenoviral vectors were linearized after 

incubation with PacI and used to transfect 911 cells. Following large-scale infection of 

human embryonic kidney 293 cell cultures, the recombinant adenoviruses were purified by 

two consecutive CsCl ultracentrifugation steps, dialyzed and titrated. 

Cell secretion of WT and mutant apoA-I forms. To assess the secretion of WT and 

mutant apoA-I forms, HTB13 cells (SW 1783 human astrocytoma) grown to 80% confluence 

in Leibovitz's L-15 medium containing 2% heat-inactivated horse serum in 100 mm diameter 

dishes were infected with adenoviruses expressing WT and mutant apoA-I forms at a 

multiplicity of infection (moi) of 20. Twenty-four hours post-infection, the cells were washed 

twice with phosphate-buffered saline (PBS) and incubated in serum-free medium for 2 h. 

Following an additional wash with PBS, fresh serum-free medium was added, and after 24 h 

of incubation medium was collected and analyzed by SDS-PAGE for apoA-I expression.

Production and purification of WT and mutant apoA-I forms using the adenovirus 

system. ApoA-I was purified from the culture medium of HTB13 cells grown in rollerbottles. 

The cells were infected with the adenoviruses expressing apoA-I(Leu141Arg)Pisa or apoA-

I(Leu159Arg)FIN. The medium was harvested every 24 h after infection and the protein was 

purified as described (29)..
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LCAT activation assay. LCAT was purified as described (19) from the culture medium of 

human HTB13 cells infected with an adenovirus expressing the human LCAT cDNA (30). 

The reconstituted HDL (rHDL) particles used as the substrate contained cholesterol and 

[14C]-cholesterol ([4-14C] cholesterol, 0.04 mCi/ml, specific activity of 45 mCi/mmol; Perkin-

Elmer Life Sciences, Inc.), β-oleoyl-γ-palmitoyl-L-α-phosphatidylcholine (POPC), and apoA-

I and were prepared by the sodium cholate dialysis method as described previously (31). 

rHDL particles without 14C-choletserol containing mutant forms of apoA-I were prepared 

with the same procedure in order to measure their size by EM. The size of these particles was 

determined from the negatives of the EM image as described (32). The LCAT activity of the 

plasma of mice, four days after infection with adenoviruses expressing the mutant apoA-

I(Leu141Arg)Pisa alone or in combination with the human LCAT, was determined as 

described above, using instead of purified LCAT, plasma samples and as a substrate rHDL 

particles containing WT apoA-I. for mice expressing apoA-I(Leu141Arg)Pisa 4 µl of plasma 

were used, while for mice expressing the combination of the mutant apoA-I and human 

LCAT, 0.4 µl of plasma were used. The enzymatic reactions were carried out as described 

and the apparent Vmax and Km were derived as described previously (17). 

ABCA1-dependent cholesterol efflux assay. ABCA1-dependent efflux of [14C]-

cholesterol was measured using J774 macrophages in which expression of ABCA1 was 

induced by a cAMP analogue using WT and mutant apoA-I forms as cholesterol acceptors. 

The J774 mouse macrophages were grown in DMEM containing 4.5g/L glucose, 10% (v/v) 

FBS and antibiotics, labeled with 8 µCi/ml 4[14C]cholesterol for 24 h, and then treated with 

0.3 mM cpt-cAMP for 24 h. Cholesterol efflux was determined as described previously (15). 

Animal studies, plasma lipids and apoA-I. ApoA-I-/- (ApoA-Itm1Unc) C57BL/6J mice (3)

were purchased from Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME). The mice were maintained on 

a 12 h light/dark cycle and standard rodent chow. All procedures performed on the mice were 
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in accordance with National Institutes of Health and institutional guidelines. ApoA-I-/- mice

6-8 weeks of age were injected via tail vein with 1-2x109 pfu of recombinant adenovirus per 

animal and the animals were sacrificed 4 days post-injection following a 4 h fast. The 

concentration of total cholesterol, free cholesterol, phospholipids and triglycerides of plasma 

drawn 4 days post-infection was determined using the cholesterol E, free cholesterol C and 

phospholipids B reagents (Wako Chemicals USA, Inc.) and INFINITY triglycerides reagent 

(ThermoDMA), respectively, according to the manufacturer’s instructions. The concentration 

of cholesteryl esters was determined by subtracting the concentration of free cholesterol from 

the concentration of total cholesterol. Plasma apoA-I levels were determined using the 

AutoKit-AI (Wako Chemicals USA, Inc.).For FPLC analysis of plasma, 17 µl plasma 

obtained from mice infected with adenovirus-expressing WT or mutant apoA-I forms were 

loaded onto a Sepharose 6 PC column in a SMART microFPLC system (Amersham 

Biosciences) and eluted with PBS. A total of 25 fractions of 50 µl volume each were 

collected for further analysis. The concentration of lipids in the FPLC fractions was 

determined as described above. 

Fractionation of plasma by density gradient ultracentrifugation and electron 

microscopy (EM) analysis of the apoA-I containing fractions. For this analysis, 300 µl of 

plasma obtained from adenovirus-infected mice was fractionated by density gradient 

ultracentrifugation as described (17). Aliquots of 100 µL from each fraction were subjected to 

SDS-PAGE and the protein bands were visualized by staining with Coomassie Brilliant Blue. 

For EM analysis, the fractions that float in the HDL region were treated and photographed as 

described (17). 

Non-denaturating two-dimensional (2D) gel electrophoresis. The distribution of HDL 

subfractions in plasma was analyzed by 2D electrophoresis as described (17). The proteins 

were transferred to a nitrocellulose membrane and apoA-I was detected by using the goat 
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polyclonal anti-human apoA-I antibody AB740 (Chemicon International).

RNA isolation and hybridization analysis. Total RNA was isolated from liver tissue of 

mice 4 days post-infection, using Tirzol® (Invitrogen) according to the manufacturer’s 

instructions. The RNA was analyzed by Northern blotting and the apoA-I and GAPDH 

mRNA bands were detected and quantitated as described (19). 

RReessuullttss

Protein expression and ability of mutant apoA-I forms to activate LCAT and promote 

ABCA1 mediated cholesterol efflux in vitro. We have generated recombinant adenoviruses 

expressing the WT apoA-I and the apoA-I(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)FIN

mutants that were found in human patients (13;22;24-27). To assess the expression and 

secretion of the two mutants compared to WT apoA-I, we infected HTB13 cells grown in 5

ml medium in 100 mm diameter dishes with recombinant adenoviruses harboring the WT or 

the mutant apoA-I genes using an moi of 20. Analysis of the cultured media 24 h post-

infection showed that the WT apoA-I, apoA-I(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)Fin

were secreted at a rate of 173 , 139 and 159 µg/ml/24 hrs, respectively, indicating that the 

secretion of the WT and the two mutants was comparable  (Fig. 1A). For the LCAT 

activation, WT and the two mutant forms of apoA-I produced by the adenovirus expression 

system were purified and used for generation of rHDL particles as described (18;19). The 

size of the rHDL particles was determined from the negatives of the EM images. The 

particles have a diameter of 13.7 ± 3.9nm and thickness of 5.4nm. The molar ratio of 

POPC:cholesterol:apoA-I of the discoidal particles is 60:8:1, respectively. LCAT activity was 

assayed as the rate of production of labeled cholesteryl esters from the 14C-labeled rHDL 

particles. The esterification of the cholesterol of the rHDL particles containing the apoA-

I(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)FIN mutants was very low and could be overcome 
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by excess LCAT. It was found that a 20-fold increase in enzyme concentration resulted in an 

initial velocity of esterification comparable to that obtained with normal apoA-I using 1-fold 

enzyme concentration. Using this enzyme concentration, the Kmapp and Vmaxapp values of the 

mutants were calculated and compared to those of the WT apoA-I and are shown in Fig. 1B. 

Compared to WT, mutant apoA-I(Leu141Arg)Pisa had greatly reduced Vmaxapp values and 

normal Kmapp values, whereas mutant apoA-I(Leu159Arg)FIN had greatly reduced Vmaxapp 

and 3.5-fold increase in Kmapp (Fig. 1B). These findings are compatible with previously 

published data (13;23;33). The ability of apoA-I(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)FIN

to promote ABCA1-mediated cholesterol efflux was determined using J774 mouse 

macrophages that were stimulated by the cAMP analogue, cpt-cAMP. The net cpt-cAMP-

dependent cholesterol efflux from J774 macrophages using the mutant proteins as cholesterol 

acceptors was obtained by subtracting the efflux values of the untreated cells from the efflux 

values of the cpt-cAMP-treated cells after 4 h incubation. The efflux values obtained for WT 

apoA-I were set to 100%. This analysis showed that the cpt-cAMP-dependent (ABCA1-

mediated) cholesterol efflux in the presence of apoA-I(Leu141Arg)Pisa acceptor was 86% and 

in the presence of apoA-I(Leu159Arg)FIN acceptor was 113% of the WT control (Fig. 1C). 

Previous studies indicated that the capacity of apoA-I(Leu159Arg)FIN to promote cholesterol 

efflux from J774 macrophages was similar to that of WT apoA-I (33).  

Plasma lipid, apoA-I and hepatic apoA-I mRNA levels following adenovirus infection: 

Mice were injected with doses ranging from 1-2 x 109 pfu in order to achieve hepatic mRNA 

levels that were comparable to the WT apoA-I mRNA expression levels. The different doses 

of the mutant forms were used to look for potential changes in the observed phenotypes as a 

result of increase or decreased apoA-I gene expression. Potential liver damage following 

adenovirus infection was assessed by measuring serum transaminases using Reflotron Plus 

system (Roche). These analyses showed normal serum transaminase levels when mice were 
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infected with 2x109 pfu recombinant adenoviruses. Analysis of plasma lipids and apoA-I 

levels 4 days post-infection showed that compared to WT apoA-I, mice expressing the two 

mutants had greatly reduced plasma cholesterol levels and reduced plasma CE/TC ratio. 

Plasma triglycerides and phospholipid levels of mice expressing the two mutants were also 

reduced compared to mice expressing the WT apoA-I (Table 2). Treatment of apoA-I-/- mice 

with a control adenovirus expressing the green fluorescent protein (GFP) did not change their 

plasma lipid levels compared to untreated apoA-I-/- mice. FPLC analysis of plasma showed 

that the HDL cholesterol peak of the mice expressing the two mutants was very small 

compared to WT apoA-I (Fig. 2) while the apoA-I mRNA levels of the two mutants were 

comparable or even higher to those of WT apoA-I indicating defective synthesis of HDL 

(Table 2).

Analysis of the distribution of apoA-I following density gradient ultracentrifugation of 

plasma showed that in mice infected with adenoviruses expressing the WT apoA-I, apoA-I 

protein was predominantly distributed in the HDL2 and HDL3 region (Fig. 3A). Consistent 

with the FPLC data shown in Fig. 2, in mice infected with 1x109 pfu of the adenoviruses 

expressing the mutant apoA-I(Leu141Arg)Pisa, traces of apoA-I protein were detected in the 

HDL3 region and the d>1.21 g/ml fraction (Fig. 3B). Similar distribution of apoA-I was 

obtained when mice were infected with 2x109 pfu of adenoviruses expressing the apoA-

I(Leu141Arg)Pisa mutant (data not shown). In mice infected with the adenoviruses expressing 

the apoA-I(Leu159Arg)FIN mutant, small amounts of apoA-I were distributed in HDL2 and 

HDL3 as well as the LDL region and the d>1.21 g/ml fraction (Fig. 3C). To observe 

detectable apoA-I and lipid levels, it was necessary to use a higher dose (2x109 pfu) of the

adenovirus expressing this mutant. EM analysis of the HDL fractions 6-8 obtained by density 

gradient ultracentrifugation (Fig. 3A-C) showed that WT apoA-I promoted the formation of 

spherical particles (Fig. 3D), whereas apoA-I(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)FIN
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mutants contained very small number of particles (Fig. 3E, F). The number of particles 

generated by the two mutants was similar to that obtained in apoA-I-/- mice or in mice 

infected with the control adenovirus expressing GFP (Fig. 3G). 2D gel electrophoresis of 

plasma showed that the WT apoA-I formed α-HDL particles and small amounts of preβ1-

HDL particles. The αHDL to preβ ratio in plasma of apoA-I-/- mice expressing WT apoA-I or 

the mutants apoA-I(Leu141Arg)Pisa or apoA-I(Leu159Arg)Fin were estimated by scanning 

densitometry. The ratio was approximately 13 in the case of WT apoA-I (Fig. 3H). In the 

case of the two mutants the α4-HDL/preβ ratio of apoA-I (Leu141Arg)Pisa and 

(Leu159Arg)Fin was approximately 3.7 and 2.1, respectively (Fig. 3I,J). In both cases of the 

mutant apoA-I forms, α1, α2 and α3 HDL subpopulations were not formed. Similar profile of 

HDL subfractions was obtained when mice were infected with 2x109 pfu of adenoviruses 

expressing the apoA-I(Leu141Arg)Pisa mutant (data not shown). 

In vivo effect of the LCAT on plasma lipids, FPLC profiles, the distribution of HDL in 

different densities, the size and shape of HDL. To assess how apoA-I mutations affect the 

biogenesis of HDL, apoA-I-/- mice were co-infected with a mixture of adenoviruses 

expressing apoA-I(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)FIN mutants along with human 

LCAT. The relative levels of expression of the two mutants as determined by apoA-I mRNA  

following co-infection, were comparable to or lower than the mRNA levels of mice infected 

with WT or mutant apoA-I forms alone (Table 2). The co-infection of LCAT, with either of 

the two mutants, had a dramatic effect on plasma lipids and lipoprotein levels. The LCAT 

activity of the plasma of mice, four days after infection with adenoviruses expressing either 

the mutant apoA-I(Leu141Arg)Pisa alone or in combination with the human LCAT, was 

determined using as a substrate rHDL particles containing WT apoA-I. The LCAT catalytic 

efficiency of the plasma expressed as the ratio of Vmaxapp/Kmapp was 2.1 nmole(CE)/h/µM 
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apoA-I for mice expressing the mutant apoA-I form alone and 89 nmole(CE)/h/µM apoA-I 

for mice expressing the mutant apoA-I form in combination with human LCAT.

The mass of LCAT in plasma was estimated by Western blotting using mouse-LCAT 

antibodies that cross-react efficiently with human LCAT. It was found that in apoA-I-/- mice 

expressing the control protein GPF, the plasma LCAT was undetectable, but expression of 

WT apoA-I increases greatly the mouse LCAT in the plasma. In apoA-I-/- mice expressing the 

mutant apoA-I(Leu141Arg)Pisa the mouse LCAT was also decreased dramatically. The levels

of LCAT in plasma were restored to normal levels (those observed in the presence of WT 

apoA-I) by infection of mice with adenoviruses expressing the mutant form of apoA-I in 

combination with human LCAT (Figure 4C). In mice co-infected with adenoviruses 

expressing LCAT and the apoA-I(Leu141Arg)Pisa mutant there was a 13-, 8- and 12.5-fold 

increase in the plasma apoA-I, total and the esterified cholesterol, respectively. The LCAT 

treatment also normalized the CE/TC ratio of total plasma and of the HDL fraction (Table 2,

Fig. 4A, respectively). All the increase in cholesterol could be attributed to the increase in 

plasma HDL (Fig. 4A). The LCAT co-infection also increased approximately 4-fold the 

plasma free cholesterol and triglycerides levels (Table 2). In mice co-infected with 

adenoviruses expressing LCAT and the apoA-I(Leu159Arg)FIN mutant there was a 7.6-, 14-

and 81-fold increase at the plasma apoA-I, the total and the esterified cholesterol levels, 

respectively. The CE/TC ratio of total plasma and of the HDL fraction were normalized 

(Table 2, Fig. 4B, respectively). SDS-PAGE analysis of the fractions obtained by density 

gradient ultracentrifugation showed that the plasma apoA-I for the two mutants was 

distributed mostly in the HDL2 and HDL3 region, with small amounts in the lower density 

fractions. The observed distribution of the mutant apoA-I forms following the LCAT 

treatment was similar but not identical to the distribution of the WT apoA-I without LCAT 

treatment (compare Fig. 3A with Figs 4D,E) The distribution of apoA-I assessed by 
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ultracentrifugation and SDS-PAGE was also reflected in the distribution of HDL cholesterol 

of the two mutants relative to WT apoA-I, as determined by FPLC analysis (Fig. 4A,B).

Useful information was obtained by comparison of the relative distribution of apoA-I, 

apoE and apoA-IV in the plasma of mice infected with adenoviruses expressing WT and 

mutant apoA-I forms with or without concomitant infection with adenovirus expressing 

LCAT. In mice expressing the apoA-I(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)FIN, the LCAT 

treatment increased the concentration of apoE in the HDL2 and LDL region, it also increased 

the concentration of apoA-IV in the HDL3 region (compare Fig. 3B-C with Fig. 4D,E). The 

LCAT treatment also promoted the formation of spherical HDL particles similar to those 

formed by WT apoA-I (compare Fig. 3D with Figs. 4F,H). It also normalized the preβ1- to α-

HDL ratio of plasma HDL (compare Figs. 3I,J with Figs. 4G,I). In mice expressing the apoA-

I(Leu141Arg)Pisa we observed formation of preβ1 along with α4, α3, α2 and to a lesser extend 

α1 particles (Fig. 4G). In mice expressing the apoA-I(Leu159Arg)FIN we observed preβ1 

along with α3, α2 and α1 particles (Fig. 4I). 

Figure5 is a schematic representation showing the pathway of biogenesis of HDL and 

how the two mutations affect the esterification of the cholesterol of the preβ HDL particles, a 

process that is important for their conversion to discoidal and spherical HDL particles. The 

figure also shows that if esterification of cholesterol is prevented preβ-HDL particles are 

removed from plasma thus resulting in low HDL and apoA-I levels.

DDiissccuussssiioonn

In previous studies we considered the HDL biogenesis as a continuous pathway where 

apoA-I and various participating proteins interact successively to form initially preβ-HDL 

and subsequently discoidal and spherical HDL particles that are biologically active (5). The 

strategy we employed in these studies was adenovirus-mediated gene transfer of apoA-I 
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mutants to apoA-I-/- mice and it was designed to identify steps in this  pathway where 

intermediates cannot be converted to products and therefore accumulate in plasma (15;17-

19;34) or may be degraded. Discrete phenotypes were thus observed, characterized by 

defective HDL synthesis due to defective ABCA1/apoA-I interactions, abnormal preβ-/α-

HDL ratio, accumulation of discoidal particles (15-18;34) and various forms of dyslipidemias 

(15;17-19;34). 

In the present study we used a similar approach to assess the impact of two naturally 

occurring apoA-I mutants (apoA-I(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)FIN) on the 

biogenesis of HDL. The phenotypes produced in this study by adenovirus-mediated gene 

transfer of the two apoA-I mutants in apoA-I-/- mice were expected to mimic phenotypes 

previously observed in human patients hemizygotes or heterozygotes for  these mutations 

(13;22-26). The formation of HDL was assessed by FPLC fractionation, 2D gel 

electrophoresis of plasma, EM analysis and CE/TC ratio of the HDL fraction. Other 

parameters that indicated potential abnormalities in HDL synthesis included skewed 

distribution of apoA-I towards the HDL3 region. 

Our studies showed that gene transfer of apoA-I(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)

FIN mutants in apoA-I deficient mice resulted in very low total apoA-I and HDL cholesterol, 

formation of preβ-HDL and α4-HDL particles of fast electrophoretic mobility, very small 

number of spherical HDL particles, as determined by EM, and decreased CE/TC ratio of 

plasma and the HDL fraction. Previous studies with human subjects showed that hemizygotes 

(compound heterozygotes for an apoA-I null allele and an apoA-I(Leu141Arg)Pisa allele) had 

greatly decreased plasma apoA-I levels and near absence of HDL cholesterol whereas 

heterozygotes for apoA-I(Leu141Arg)Pisa had approximately half-normal values for HDL 

cholesterol and plasma apoA-I (22;25). Plasma from hemizygotes contained preβ1-HDL and 

low concentration of small particles with alpha electrophoretic mobility (23).  Three male 
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hemizygote patients and one heterozygote patient developed coronary stenosis (22). 

The findings of low plasma and HDL cholesterol levels in mice expressing for apoA-

I(Leu141Arg)Pisa and the preponderance of preβ- and fast migrating α4-HDL particles are in 

agreement with previous studies (22;23;25) and indicate that adenovirus-mediated gene 

transfer represents an efficient way to reproduce abnormal phenotypes that result from 

mutations in apoA-I. The apoA-I(Leu159Arg)FIN phenotype observed in our studies has 

identical characteristics to that of apoA-I(Leu141Arg)Pisa. 

Previous studies showed that heterozygotes for apoA-I(Leu159Arg)FIN mutation or mice 

infected with adenovirus expressing apoA-I(Leu159Arg)FIN had greatly reduced plasma levels 

of HDL cholesterol and apoA-I (24), that was mainly distributed in the HDL3 (13). They also 

had small size (8-9 nm) HDL particles and decreased plasma and HDL cholesteryl ester 

levels (13;33). Native PAGE of plasma from mice infected with adenoviruses expressing the 

apoA-I(Leu159 Arg)FIN mutant indicated that the HDL consisted of particles with preβ-

electrophoretic mobility as well as particles with electrophoretic mobility between α- and 

preβ (33). These particles were not analyzed by 2D electrophoresis but their migration is 

compatible with the α4-HDL particles observed in our study. Human HDL containing apoA-

I(Leu159Arg)FIN had increased fractional catabolic rate compared to normal HDL, indicating 

increased catabolism of the mutant apoA-I protein (13;24). Only one affected patient with 

this mutation had clinically manifested atherosclerosis (13). 

LCAT treatment can correct the HDL abnormalities brought about by the mutations 

apoA-I(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)FIN and suggest a mechanism responsible 

for the HDL deficiency observed in human patients carrying these mutations. Insights into 

the molecular etiology of the low HDL levels observed in patients with apoA-I(Leu141Arg)

Pisa and apoA-I(Leu159Arg)FIN were provided by treatment of apoA-I-/- mice with a 

combination of adenoviruses expressing either of the two mutants and human LCAT. This 
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treatment corrected the plasma apoA-I and HDL levels, normalized the CE/TC ratio, restored 

normal preβ- and α- HDL subpopulations and led to the formation of spherical HDL particles. 

The restoration of normal levels of apoA-I and HDL following treatment with LCAT 

supports the notion that apoA-I mutants are secreted efficiently by the liver but the ability of 

the endogenous LCAT to esterify the cholesterol of the newly formed preβ-particles is rate-

limiting. The in vivo data are also supported by cell culture studies and in vitro functional 

assays of apoA-I. Thus the present as well as a previous study (33) indicated that both mutant 

proteins could be secreted efficiently from cell cultures and they had normal ability to 

promote ABCA1-dependent cholesterol efflux from J774 macrophages, stimulated with a 

cAMP analog, but had reduced ability to activate LCAT in vitro (13;33). 

Previous studies showed that preβ-HDL is an efficient substrate of LCAT (35). Due to the 

LCAT insufficiency it appears that the nascent lipidated apoA-I that is produced by 

functional interactions of apoA-I with ABCA1, is removed fast from the plasma 

compartment. This interpretation is supported by the increased catabolic rate of HDL 

containing apoA-I(Leu159Arg)FIN (13) and the accumulation of proapoA-I in the plasma of 

hemizygotes for apoA-I(L141R)Pisa (22). Accumulation of proapoA-I has been previously 

observed in patients with Tangier disease (36) that are characterized by increase catabolic rate 

of HDL (2). Increase degradation of preβ-HDL has been observed in mice with liver specific 

inactivation of ΑΒCA1 (37;38). It has been shown previously that cubulin, a 600 KDa 

membrane protein, binds both apoA-I and HDL and promotes their catabolism by the kidney 

(39;40). Analysis of the relative abundance of endogenous LCAT in apoA-I-/- mice 

expressing the mutant apoA-I(Leu141Arg)Pisa showed that it was also decreased dramatically

compared to mice expressing WT apoA-I but was restored to normal levels (those observed 

in the presence of WT apoA-I) by infection of mice with adenoviruses expressing the mutant 

form of apoA-I in combination with human LCAT. The depletion of the endogenous LCAT 
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in mice expressing the mutant forms of apoA-I could be the result of rapid degradation of 

endogenous mouse LCAT bound to minimally lipidated apoA-I mutants. 

In the presence of excess LCAT the esterification of the cholesterol of the newly formed 

preβ-particles appears to prevent their fast catabolism and allows them to proceed in the 

formation of discoidal and spherical HDL. We have previously shown that a substitution of 

Arg160Ala/His162Val of apoA-I prevented the esterification of the cholesterol of the 

discoidal HDL and resulted in the accumulation discoidal HDL in plasma (17). Thus, in this 

case the metabolic block was the conversion of the discoidal to spherical HDL. The present

study establishes for the first time that the apoA-I(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)FIN

mutations inhibit an earlier step in the biogenesis of HDL that precedes the formation of 

discoidal HDL particles (Fig. 5). 

Taken together with previous studies our data suggest that following the initial lipidation 

of apoA-I, LCAT fails to esterify the cholesterol of preβ particles (Figs. 1B, 3A-J)

(13;22;24;25;33). This leads to fast removal of preβ-HDL from plasma and a decrease in the 

plasma HDL levels (15; 21-23; 30). The correction of the aberrant HDL phenotypes by 

treatment with LCAT suggests a potential therapeutic intervention for HDL abnormalities 

that result from specific mutations in apoA-I. 
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TABLE 1. Oligonucleotide sequence of primers used in PCR amplifications

Primer Namea Primer Sequence Nucleotide 
Mutationb

apoAIg F
apoAIg R

5′ - GCTCTAGATCTGACATAAATAGGCCCTGC - 3′
5′ - GCGGATATCCAGGCCTTGTTTGAGCC - 3′

-

L141R apoAI F
L141R apoAI R

5′ - CTGCAAGAGAAG CGGc AGCCCACTGGGC - 3′
5′ - GCCCAGTGGGCT CCG CTTCTCTTGCAG - 3′

T-1009-G 

L159R apoAI F
L159R apoAI R

5′ - CATGTGGACGCG CGG CGCACGCATCTG - 3′
5′ - CAGATGCGTGCG CCG CGCGTCCACATG - 3′

T-1063-G 

a Amino acid position refers to the mature plasma apoA-I protein sequence. 
b Nucleotide number of the human apoA-I genomic sequence (1) relative to the translation 

initiation ATG codon. 
c Codon encoding the mutation is shown in bold. 
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TABLE 2. Analysis of plasma lipids and apoA-I levels and hepatic mRNA levels of apoA-I-/- mice, 4 days post-infection 

with recombinant adenoviruses expressing the WT apoA-I or apoA-I mutants or the control protein GFP.

Protein 
Expressed

Cholesterol 
(TC)

(mg/dl)

Free 
Cholesterol 

(mg/dl)

Cholesterol 
Esters (CE) 

(mg/dl)
CE/TC

Triglycerides 
(TG)

Phospholipids 
(P)

Relative 
ApoA-I 

mRNA (%)

ApoA-I 
Protein 
(mg/dl)

apoA-I WT 148 ± 11 32 ± 4 116 ± 7 0.78±0.01 63 ± 1 343 ± 31 100 ± 32 186 ± 34

GFP 38 ± 0.1 18 ± 0.5 20 ± 0.3 0.53±0.01 50 ± 5 26 ± 8 - -
apoA-I 

(Leu141Arg)Pisa
23 ± 0.4 11 ± 0.4 10 ± 0.8 0.44±0.03 11 ± 2.8 41 ± 1 88 ± 9 17 ± 4

apoA-I 
(Leu141Arg)Pisa

+ LCAT
184±53 59±16 125±37 0.68±0.01 41±0.3 50±22 91±2 224±7

apoA-I 
(Leu159Arg)FIN

16±5 14±4 2±1 0.13±0.04 25±4 19±6 216±32 25±9

apoA-I 
(Leu159Arg)FIN

+ LCAT
224±22 61±8 163±15 0.73±0.01 53±15 94±30 63±9 190±20

Untreated mice

apoA-I-/- 28±5 5±2 23±5 0.81±0.02 27±3 7±2 - -

C57BL/6 96±16 22±2 74±18 0.76±0.06 19±0.7 170±20 - -

Values are means ± S.D. (n=4-6)
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Figure Legends

Figure 1A-C. ApoA-I expression and in vitro functional assays. Panel A: SDS-PAGE 

analysis of 100 µL of culture medium of HTB13 cells infected with control adenovirus 

expressing GFP and adenoviruses expressing WT and mutant apoA-I forms. Panel B: 

Activation of LCAT by rHDL containing WT or mutant apoA-I forms. The apparent KM and 

VMAX values and the catalytic efficiency VMAXapp/KMapp of the enzyme are shown on the 

bottom of the figure. Values are the means ± S.D. from three independent experiments 

performed in duplicate. Panel C: ABCA1-mediated cholesterol efflux in the presence of WT 

apoA-I and apoA-I(Leu141Arg)Pisa and apoA-I(Leu159Arg)FIN was determined as described

in Experimental Procedures..

Figure 2. FPLC profiles of total cholesterol of apoA-I-/- mice infected with adenoviruses 

expressing the WT apoA-I (1x109 pfu), apoA-I(Leu141Arg)Pisa (1x109 pfu), apoA-

I(Leu159Arg)FIN (2x109 pfu) or the control protein GFP (1x109 pfu). Plasma samples were 

obtained 4 days post-infection. 

Figure 3A-J. Analyses of plasma of apoA-I-/- mice infected with adenoviruses expressing 

the WT apoA-I (A,D,H), the apoA-I(Leu141Arg)Pisa (B,E,I), the apoA-I(Leu159Arg)FIN

(C,F,J) or the control adenovirus expressing GFP (G) by density gradient 

ultracentrifugation, SDS-PAGE, EM and 2D gel electrophoresis. Panels A-C: SDS-PAGE 

analysis of density gradient ultracentrifugation fractions. Panels D-G: EM pictures of HDL 

fractions 6-8 obtained from apoA-I-/- mice expressing the WT apoA-I, the mutant forms or 

the control adenovirus expressing GFP following density gradient ultracentrifugation of 

plasma as indicated. The photomicrographs were taken at 75,000x magnification and 

enlarged 3 times. Panels H-K: Analysis of plasma obtained from mice expressing the WT 

apoA-I mutant forms as indicated following 2D gel electrophoresis and Western blotting.

Figure 4A-H. Analyses of plasma of apoA-I-/- mice infected with a combination of 
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adenoviruses expressing human LCAT (5x108 pfu) and apoA-I(Leu141Arg)Pisa (1x109 pfu) 

or the apoA-I(Leu159Arg)FIN (2x109 pfu). Panels A,B: FPLC profiles as indicated. The 

CE/TC ratio of the HDL fractions 15-22 of the FPLC is indicated. Panel C: Western blot 

analysis of plasma from apoA-I-/- mice infected with adenoviruses expressing either the 

control protein, GFP, or the WT apoA-I or the apoA-I(Leu141Arg)Pisa alone or in 

combination with human LCAT, as indicated at the top of the figure. An aliquot of 0.5 ml of 

plasma was analyzed. The blot was probed with rabbit anti-mouse-LCAT antibody which 

cross-reacts with both human and mouse LCAT. Panels D,E: SDS-PAGE profiles of 

fractions obtained by density gradient ultracentrifugation analysis of plasma of apoA-I-/- mice 

expressing the mutant forms of apoA-I in combination with the human LCAT, as indicated. 

Panels F,H: EM pictures of HDL fractions 6-8 obtained from apoA-I-/- mice expressing the 

indicated mutant forms in combination with human LCAT, following density gradient 

ultracentrifugation of plasma as indicated. The photomicrographs were taken at 75,000x 

magnification and enlarged 3 times. Panels G,I: Analysis of plasma obtained from mice 

expressing the indicated mutant forms in combination with human LCAT following 2D gel 

electrophoresis and Western blotting.

Figure 5. Schematic representation showing the pathway of biogenesis of HDL and how 

the two mutations affect the esterification of cholesterol of the preβ-HDL particles and 

prevent their conversion to discoidal and spherical HDL, thus promoting their catabolism.
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Naturally occurring and bioengineered apoA-I mutations that inhibit the
conversion of discoidal to spherical HDL: the abnormal HDL phenotypes
can be corrected by treatment with LCAT
Georgios KOUKOS*†, Angeliki CHRONI‡, Adelina DUKA*, Dimitris KARDASSIS‡§ and Vassilis I. ZANNIS*‡1

*Molecular Genetics, Departmental of Medicine and Biochemistry, Whitaker Cardiovascular Institute, Boston University School of Medicine, Boston, MA 02118, U.S.A., †Department of
Basic Sciences, University of Crete Medical School, Heraklion, GR-71110, Greece, ‡Institute of Biology, National Center for Scientific Research ‘Demokritos’, 15310 Agia Paraskevi,
Athens, Greece, and §Institute of Molecular Biology and Biotechnology, FORTH (Foundation for Research and Technology-Hellas), Heraklion, Crete, Greece

In the present study we have used adenovirus-mediated gene trans-
fer of apoA-I (apolipoprotein A-I) mutants in apoA-I−/− mice to
investigate how structural mutations in apoA-I affect the bio-
genesis and the plasma levels of HDL (high-density lipoprotein).
The natural mutants apoA-I(R151C)Paris, apoA-I(R160L)Oslo

and the bioengineered mutant apoA-I(R149A) were secreted
efficiently from cells in culture. Their capacity to activate LCAT
(lecithin:cholesterol acyltransferase) in vitro was greatly reduced,
and their ability to promote ABCA1 (ATP-binding cassette trans-
porter A1)-mediated cholesterol efflux was similar to that of WT
(wild-type) apoA-I. Gene transfer of the three mutants in apoA-
I−/− mice generated aberrant HDL phenotypes. The total plasma
cholesterol of mice expressing the apoA-I(R160L)Oslo, apoA-
I(R149A) and apoA-I(R151C)Paris mutants was reduced by 78, 59
and 61% and the apoA-I levels were reduced by 68, 64 and 55 %
respectively, as compared with mice expressing the WT apoA-I.
The CE (cholesteryl ester)/TC (total cholesterol) ratio of HDL
was decreased and the apoA-I was distributed in the HDL3 region.

apoA-I(R160L)Oslo and apoA-I(R149A) promoted the formation
of preβ1 and α4-HDL subpopulations and gave a mixture of
discoidal and spherical particles. apoA-I(R151C)Paris generated
subpopulations of different sizes that migrate between preβ and
α-HDL and formed mostly spherical and a few discoidal particles.
Simultaneous treatment of mice with adenovirus expressing any
of the three mutants and human LCAT normalized plasma apoA-
I, HDL cholesterol levels and the CE/TC ratio. It also led to
the formation of spherical HDL particles consisting mostly of α-
HDL subpopulations of larger size. The correction of the aber-
rant HDL phenotypes by treatment with LCAT suggests a
potential therapeutic intervention for HDL abnormalities that
result from specific mutations in apoA-I.

Key words: adenovirus, apolipoprotein A-I (apoA-I), ATP-bind-
ing cassette transporter A1 (ABCA1), gene transfer, high-density
lipoprotein (HDL) biogenesis, lecithin:cholesterol acyltransferase
(LCAT).

INTRODUCTION

apoA-I (apolipoprotein A-I) is the major protein component of
HDL (high-density lipoprotein) and plays an essential role in the
biogenesis, structure, function and plasma concentration of HDL
[1–6]. HDL is synthesized through a complex pathway that invol-
ves various membrane-bound proteins, plasma enzymes and lipid
transfer proteins [7].

Several naturally occurring apoA-I mutations that produce
pathological phenotypes have been described [7–12]. It has been
estimated that structural mutations of apoA-I occur in 0.3% of
the Japanese population and may affect the plasma HDL levels.
Seventeen out of a total of 46 naturally occurring apoA-I mutants
have reduced capacity to activate LCAT (lecithin:cholesterol
acyltransferase). These mutations are clustered predominantly in
or at the vicinity of helix 4 of apoA-I, based on the new X-ray
crystal structure [13]. Some of them predispose to atherosclerosis
[8–12,14]. In recent studies, using adenovirus-mediated gene
transfer in apoA-I−/− mice, we were able to identify mutations in
apoA-I that affected different steps in the biogenesis of HDL. This
includes mutations that affect the apoA-I–ABCA1 (ATP-binding
cassette transporter A1) interactions and prevent formation of α-
HDL particles [15], mutations that affect the activation of LCAT,
which is required for the esterification of the cholesterol of the
HDL particles [16], mutations that affect the activity of the plasma

PLTP (phospholipid transfer protein) and cause dyslipidaemia
[17] and mutations that cause hypertriglyceridaemia [17,18].

The objective of the present study was to investigate how
important mutations in helix 4 of apoA-I [13] affect the plasma
HDL levels. We have focused on two naturally occurring apoA-I
mutations [apoA-I(R151C)Paris and apoA-I(R160L)Oslo] and one
bioengineered mutation apoA-I(R149A). Replacement of Arg149

by non-charged residues diminishes the only significant positive
electrostatic potential that is found in the 149–160 region of apoA-
I and reduces the LCAT activation capacity of the mutant protein
in vitro [19].

Using adenovirus-mediated gene transfer of these mutants in
apoA-I−/− mice, we found that a common feature of the three
mutations is the low HDL levels and the presence of discoidal
particles in plasma. These defects could be corrected by co-
infection of apoA-I−/− mice with adenoviruses expressing the
mutant proteins along with human LCAT, indicating that the endo-
genous LCAT is rate limiting in the conversion of discoidal into
spherical HDL.

EXPERIMENTAL

Materials

Materials not mentioned in the Experimental section have been
obtained from sources described previously [2,18].

Abbreviations used: ABCA1, ATP-binding cassette transporter A1; apoA-I, apolipoprotein A-I; CE, cholesteryl ester; cpt-cAMP, 8-(4-chlorophenylthio)-
cAMP; EM, electron microscopy; GFP, green fluorescent protein; HDL, high-density lipoprotein; LCAT, lecithin:cholesterol acyltransferase; LDL, low-density
lipoprotein; MOI, multiplicity of infection; pfu, plaque-forming units; rHDL, reconstituted HDL; TC, total cholesterol; WT, wild-type.

1 To whom correspondence should be addressed (email vzannis@bu.edu).
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Generation of adenoviruses expressing the WT (wild-type) and the
mutant apoA-I forms

The apoA-I gene lacking the BglII restriction site (that is present
at nucleotide positions 181 of the genomic sequence relative to
the ATG codon of the gene) was cloned into the pcDNA3.1 vector
to generate the pcDNA3.1-apoA-I(�BglII) plasmid (as described
in Supplementary Table 1 at http://www.BiochemJ.org/bj/406/
bj4060167add.htm). This plasmid was used as a template
to introduce the apoA-I mutations apoA-I(R160L)Oslo, apoA-
I(R149A) and apoA-I(R151C)Paris by using the QuikChange®

XL mutagenesis kit (Stratagene). The 2.2 kb apoA-I inserts
containing the WT or mutant forms of apoA-I were cloned
into the pAdTrackCMV vector, which was used to generate
the adenoviral constructs by recombination in the bacteria cells
BJ-5183-AD1, following the pAd-Easy-1 protocol (Stratagene).
Correct clones were propagated in DH5a bacteria cells. The
recombinant adenoviral constructs were linearized after digestion
with PacI and used to transfect 911 cells. Following large-
scale infection of HEK-293 (human embryonic kidney 293)
cell cultures, the recombinant adenoviruses were purified by
two consecutive CsCl ultracentrifugation steps, dialysed and
titrated. The first centrifugation was carried out at 35000 rev./min
for 90 min using an SW41 Beckman rotor and the second at
50000 rev./min for lbh using a Ti70 Bechman rotor.

Cell secretion of WT and mutant apoA-I forms

To assess the secretion of WT and mutant apoA-I forms, HTB13
cells (SW 1783 human astrocytoma) grown to 80% confluence in
Leibovitz’s L-15 medium containing 2% (v/v) heat-inactivated
horse serum in 100 mm diameter dishes were infected with
adenoviruses expressing the WT or mutant apoA-I form at an MOI
(multiplicity of infection) of 20. Twenty-four hours post-infection,
the cells were washed twice with PBS and incubated in serum-free
medium for 2 h. Following an additional wash with PBS, fresh
serum-free medium was added. After 24 h of incubation, medium
was collected and analysed by SDS/PAGE for apoA-I expression.

Production and purification of WT and mutant apoA-I forms using
the adenovirus system

apoA-I was purified from the culture medium of HTB13 cells
grown in roller bottles. The cells were infected with the adeno-
viruses expressing the WT apoA-I, apoA-I(R149A), apoA-
I(R160L)Oslo or apoA-I(R151C)Paris. The medium was harvested
every 24 h after infection and the protein was purified as described
in [4].

LCAT activation assay

LCAT was purified as described in [18] from the culture medium
of human HTB13 cells infected with an adenovirus expressing
the human LCAT cDNA [20]. The rHDL (reconstituted HDL)
particles, used as the substrate, contained cholesterol and [14C]-
cholesterol ([4-14C]cholesterol; 0.04 mCi/ml; specific activity of
45 mCi/mmol; PerkinElmer Life Sciences), POPC (1-palmitoyl-
2-oleoyl phosphatidylcholine) and apoA-I and were prepared by
the sodium cholate dialysis method as described previously [21].
The enzymatic reactions were carried out as described and the
apparent Vmax and Km were derived as described previously [16].

ABCA1-dependent cholesterol efflux assay

ABCA1-dependent efflux of cholesterol was measured by using
J774 macrophages in which expression of ABCA1 was induced

by a cAMP analogue using WT and mutant apoA-I forms as
cholesterol acceptors. The J774 mouse macrophages were grown
in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) containing
4.5 g/l glucose, 10 % (v/v) foetal bovine serum and antibiotics,
labelled with 8 µCi/ml [14C]cholesterol for 24 h and then treated
with 0.3 mM cpt-cAMP [8-(4-chlorophenylthio)-cAMP] for 24 h.
Cholesterol efflux was determined as described previously
[2].

Animal studies, plasma lipids and apoA-I

apoA-I−/− (apoA-Itm1Unc) C57BL/6J mice [22] were purchased
from Jackson ImmunoResearch Laboratories (Bar Harbor, ME,
U.S.A.). The mice were maintained on a 12 h light/12 h dark cycle
and standard rodent chow. All procedures performed on the mice
were in accordance with NIH (National Institutes of Health) and
institutional guidelines. apoA-I−/− mice 6–8 weeks of age were
injected via tail vein with 1–2 × 109 pfu (plaque-forming units) of
recombinant adenovirus per animal and the animals were killed
4 days post-injection following a 4 h fast. The concentration of
TC (total cholesterol), free cholesterol, phospholipids and triacyl-
glycerols of plasma drawn 4 days post-infection was determined
by using the cholesterol E, free cholesterol C and phospholipids
B reagents (Wako Chemicals) and INFINITY triacylglycerols
reagent (ThermoDMA) respectively according to the manu-
facturer’s instructions. The concentration of CEs (cholesteryl
esters) was determined by subtracting the concentration of free
cholesterol from the concentration of TC. Plasma apoA-I levels
were determined using the AutoKit-AI (Wako Chemicals). For
FPLC analysis of plasma, 17 µl of plasma obtained from mice
infected with adenovirus-expressing WT or mutant apoA-I forms
was loaded on to a Sepharose 6 PC column in a SMART
microFPLC system (Amersham Biosciences) and eluted with
PBS. A total of 25 fractions of 50 µl volume each were collected
for further analysis. The concentration of lipids in the FPLC
fractions was determined as described above.

Fractionation of plasma by density-gradient ultracentrifugation
and EM (electron microscopy) analysis of the apoA-I-containing
fractions

For this analysis, 300 µl of plasma obtained from adenovirus-
infected mice was fractionated by density-gradient ultracentri-
fugation as described in [16]. Aliquots of 100 µl from each
fraction were subjected to SDS/PAGE and the protein bands were
visualized by staining with Coomassie Brilliant Blue. For EM
analysis, the fractions that float in the HDL region were treated
and photographed as described in [16].

Non-denaturing two-dimensional gel electrophoresis

The distribution of HDL subfractions in plasma was analysed by
two-dimensional electrophoresis as described in [16]. The pro-
teins were transferred to a nitrocellulose membrane and apoA-I
was detected using the goat polyclonal anti-human apoA-I anti-
body AB740 (Chemicon International).

RNA isolation and hybridization analysis

Total RNA was isolated from liver tissue of mice 4 days post-
infection, using TRIzol® (Invitrogen) according to the manufac-
turer’s instructions. The RNA was analysed by Northern blotting
and the apoA-I and GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
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dehydrogenase) mRNA bands were detected and quantified as
described in [18].

RESULTS

Protein expression and ability of mutant apoA-I forms to activate
LCAT and promote ABCA1-mediated cholesterol efflux in vitro

We have generated recombinant adenoviruses expressing the WT
apoA-I and apoA-I(R151C)Paris, apoA-I(R160L)Oslo and apoA-
I(R149A) mutants and studied the properties of the mutant pro-
teins in vitro and in vivo. The first two mutations are encountered
in human patients [23,24]. The third represents a newly bio-
engineered variant. To assess the expression and secretion of the
three mutants, compared with WT apoA-I, we infected HTB13
(human astrocytoma) cells with recombinant adenoviruses har-
bouring the WT or the mutant apoA-I genes, using an MOI of 20.
Analysis of the cultured media 24 h post-infection showed that
the WT and the mutant forms were secreted at comparable levels
in the medium (Figure 1A).

For the LCAT activation, WT and the three mutant forms of
apoA-I were produced by the adenovirus expression system and
were used for generation of discoidal rHDL particles, as described
in [17,18]. The LCAT activity was assayed as the rate of pro-
duction of labelled CEs from the [14C]cholesterol-labelled rHDL
particles. The LCAT-catalysed esterification of the cholesterol
of the rHDL particles containing the apoA-I(R151C)Paris was
performed with normal concentration of LCAT in the reaction
mixture. The initial velocity of the LCAT-catalysed esterification
of the cholesterol of the rHDL particles containing the apoA-
I(R160L)Oslo and apoA-I(R149A) mutants when performed with
normal LCAT concentration was very low, but could be increased
proportionately by increasing the concentration of LCAT in the
reaction mixture. We found that a 20-fold increase in enzyme
concentration using the apoA-I(R160L)Oslo and apoA-I(R149A)
mutants resulted in an initial velocity of esterification that was
comparable with that obtained using 1-fold enzyme concentration
and WT apoA-I. Taking into account the enzyme concen-
trations used, the Vmax (app) and as well as the Km (app) values
of the mutants were calculated and compared with those of the
WT apoA-I and are shown in Figure 1(B). The relative Vmax/Km

for apoA-I(R151C) Paris, apoA-I(R160L)Oslo and apoA-I(R149A)
were 28.4, 2.7 and 5.2% nmol of CE · h−1 · (µM of apoA-I)−1

respectively (Figure 1B). Compared with WT apoA-I, mutant
apoA-I(R160L)Oslo and apoA-I(R149A) had greatly reduced Vmax

(app) values and 3.3- and 1.7-fold increase in Km (app) values
respectively, whereas mutant apoA-I(R151C)Paris had near normal
Vmax (app) and 2.8-fold increase in Km (app) (Figure 1B).

The ability of the three apoA-I mutants to promote ABCA1-
mediated cholesterol efflux was determined by using J774 mouse
macrophages that were stimulated by the cAMP analogue cpt-
cAMP. The net cpt-cAMP-dependent cholesterol efflux from J774
macrophages by using the mutant proteins as cholesterol acceptors
was obtained by subtracting the efflux values of the untreated cells
from the efflux values of the ClPhS-cAMP-treated cells, after a
4 h incubation. The efflux values obtained for WT apoA-I were
set to 100%. This analysis showed that the cpt-cAMP-dependent
(ABCA1-mediated) cholesterol efflux in the presence of apoA-
I(R151C)Paris, apoA-I(R160L)Oslo and apoA-I(R149A) acceptor
was 94, 105 and 98% of the WT control (Figure 1C). Previous in
vitro studies also indicated reduced LCAT activation and normal
cholesterol efflux capacity for these mutants [25,26]. The in vivo
effects of these mutations on the biogenesis of HDL were not
studied previously.

Figure 1 apoA-I expression and in vitro functional assays

(A) SDS/PAGE analysis of 100 µl of culture medium of HTB13 cells infected with control
adenovirus expressing GFP, adenovirus expressing WT or the mutants apoA-I(R151C)Paris,
apoA-I(R160L)Oslo and apoA-I(R149A). apoA-I levels can be assessed qualitatively by
comparison with the intensity of the band of a sample containing 1 µg of BSA. ‘M’ indicates
protein markers. (B) Activation of LCAT by rHDL containing WT or mutant apoA-I forms. The ap-
parent K m and V max values are given at the bottom of the Figure. The catalytic efficiency
of the enzyme, expressed as the V max (app)/K m (app) ratio, is plotted and expressed as
percentage of WT control. Values are the means +− S.D. for three independent experiments
performed in duplicate. (C) cAMP-dependent (ABCA1-mediated) cholesterol efflux from J774
murine macrophages in the presence of WT apoA-I, apoA-I(R151C)Paris, apoA-I(R160L)Oslo or
apoA-I(R149A), as indicated, was determined as described in the Experimental section. Values
are the means +− S.D. for three independent experiments performed in duplicate.

Plasma lipid, apoA-I and hepatic apoA-I mRNA levels following
adenovirus infection

Mice were infected with doses ranging from 1 to 2 × 109 pfu in
order to achieve hepatic mRNA levels that were comparable with
the levels obtained in mice infected with WT apoA-I. Higher
doses of the mutant forms were also used to look for potential
changes in the observed phenotypes (Supplementary Table 2

c© The Authors Journal compilation c© 2007 Biochemical Society



170 G. Koukos and others

Table 1 Comparison of plasma lipids and apoA-I levels and hepatic mRNA levels of apoA-I−/− mice, 4 days post-infection with recombinant adenoviruses
expressing the WT apoA-I, the apoA-I mutants or the control protein GFP

Values are means +− S.D. (n = 4–6).

Cholesterol Free cholesterol
Protein expressed (TC) (mg/dl) (mg/dl) CEs (mg/dl) CE/TC Triacylglycerols Phospholipids Relative apoA-I mRNA (%) apoA-I protein (mg/dl)

WT apoA-I 190 +− 43 51 +− 15 139 +− 28 0.73 +− 0.06 76 +− 16 381 +− 85 100 +− 15 204 +− 47
GFP 40 +− 5 19 +− 6 21 +− 3 0.53 +− 0.01 45 +− 4 78 +− 8 – –
apoA-I(R151C)Paris 75 +− 6 32 +− 8 42 +− 9 0.52 +− 0.08 10 +− 4 119 +− 12 63 +− 10 91 +− 11
apoA-I(R151C)Paris + LCAT 437 +− 89 143 +− 22 294 +− 66 0.67 +− 0.01 104 +− 29 561 +− 86 64 +− 5 199 +− 52
apoA-I(R149A) 78 +− 10 43 +− 12 35 +− 2 0.44 +− 0.06 47 +− 8 138 +− 21 115 +− 12 75 +− 26
apoA-I(R149A) + LCAT 216 +− 67 64 +− 21 152 +− 43 0.70 +− 0.02 54 +− 6 213 +− 80 50 +− 6 188 +− 68
apoA-I(R160L)Oslo 43 +− 13 33 +− 8 10 +− 3 0.23 +− 0.01 36 +− 4 116 +− 48 117 +− 30 66 +− 31
apoA-I(R160L)Oslo + LCAT 250 +− 47 45 +− 7 205 +− 41 0.82 +− 0.01 62 +− 11 277 +− 73 60 +− 1 127 +− 26
Untreated mice

apoA-I−/− 30 +− 9 11 +− 2 19 +− 6 0.63 +− 0.02 30 +− 5 52 +− 12 – –
C57BL/6 88 +− 10 24 +− 2 64 +− 15 0.72 +− 0.05 31 +− 7 150 +− 15 – –

of the Supplementary data at http://www.BiochemJ.org/bj/406/
bj4060167add.htm). Treatment of apoA-I−/− mice with a control
adenovirus expressing the GFP (green fluorescent protein) did
not change their plasma lipid levels, compared with the untreated
apoA-I−/− mice. Potential liver damage following adenovirus
infection was assessed by measuring serum transaminases
using Reflotron Plus system (Roche). These analyses showed
normal serum transaminase levels when mice were infected with
2 × 109 pfu recombinant adenoviruses. Analysis of plasma lipids
and apoA-I levels, 4 days post-infection, showed that, compared
with mice expressing WT apoA-I, the mice expressing any of
the three mutants had in general reduced total plasma cholesterol
levels and reduced plasma CE/TC ratio. The triacylglycerol and
phospholipid plasma levels in mice expressing the three mutants
were also reduced as compared with mice expressing the WT
apoA-I (Table 1).

There were differences in the lipid phenotypes of the mice
expressing the three apoA-I mutants. Mice expressing the mutants
apoA-I(R160L)Oslo, apoA-I(R149A) and apoA-I(R151C)Paris had
22, 41 and 39% plasma cholesterol and 32, 36 and 45 % apoA-I
levels respectively, as compared with mice expressing the WT
apoA-I. The CE/TC ratio of the plasma of mice expressing
the apoA-I(R160L)Oslo, apoA-I(R149A) and apoA-I(R151C)Paris

mutants was 0.23, 0.44 and 0.52 respectively, indicating some
kind of defect in the esterification of the HDL cholesterol due
to the reduced ability of these apoA-I mutants to activate the
endogenous LCAT in vivo.

FPLC analysis of plasma showed that the HDL cholesterol
peak of the mice expressing any of the three mutants was very
small compared with mice expressing the WT apoA-I, while
the apoA-I mRNA levels of mice expressing these mutants
and the WT apoA-I were comparable thus indicating defective
biogenesis of HDL (Figure 2 and Table 1). In mice expressing the
apoA-I(R151C)Paris mutant the HDL cholesterol peak was shifted
towards the HDL3 region (Figure 2). A similar shift was observed
when higher doses of adenoviruses expressing the three mutants
were used (Supplementary Figure 1 of the Supplementary data at
http://www.BiochemJ.org/bj/406/bj4060167add.htm).

Analysis of the distribution of apoA-I following density-
gradient ultracentrifugation of plasma showed that in mice
expressing the WT apoA-I, the protein was equally distributed
in the HDL2 and HDL3 region (Figure 3A). Consistent with
the FPLC data (Figure 2), in mice expressing apoA-I(R160L)Oslo

and apoA-I(R149A) the apoA-I levels were reduced and most of
the apoA-I protein was distributed in the HDL3 region and small

Figure 2 FPLC profiles of TC in plasma of apoA-I−/− mice infected with
1 × 109 pfu of adenoviruses expressing the WT apoA-I, apoA-I(R151C)Paris,
apoA-I(R160L)Oslo, apoA-I(R149A) or the control protein GFP

Plasma samples were obtained from mice infected with the recombinant adenoviruses, 4 days
post-infection.

amounts in the HDL2 region (Figures 3B and 3C respectively).
In mice expressing the apoA-I(R151C)Paris mutant, the apoA-I
levels were reduced to a lesser extent and the mutant apoA-I was
distributed predominantly (80%) in the HDL3 region and the
remainder in the HDL2 region. Small amounts of apoA-I were
also present in the lower density fractions (Figure 3D).

Analysis by EM of the HDL fraction 6, obtained by density-
gradient ultracentrifugation (Figures 3A–3D), showed that WT
apoA-I promoted the formation of spherical particles (Fig-
ure 3E), whereas the apoA-I(R160L)Oslo and apoA-I(R149A)
mutants promoted the formation of a mixture of discoidal and
spherical HDL particles (Figures 3F and 3G respectively). The
apoA-I(R151C)Paris mutant promoted the formation of mostly
spherical and fewer discoidal particles (Figure 3H). The HDL
fraction obtained from mice infected with the control adenovirus
expressing GFP contained only few spherical particles (Figure 3I)
that were similar in numbers to the particles observed in the HDL
fraction of the untreated apoA-I−/− mice (results not shown).

Two-dimensional gel electrophoresis of plasma from mice
expressing the WT or the mutant apoA-I forms showed that
the WT apoA-I formed α-HDL particles and smaller amounts
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Figure 3 Analyses of plasma of apoA-I−/− mice infected with adenoviruses expressing the WT apoA-I (A, E, J), the apoA-I(R160L)Oslo (B, F, K), apoA-I(R149A)
(C, G, L), the apoA-I(R151C)Paris (D, H, M) or the control adenovirus expressing GFP (I) by density-gradient ultracentrifugation, SDS/PAGE and two-dimensional
gel electrophoresis

(A–C) SDS/PAGE analysis of density-gradient ultracentrifugation fractions. The densities of the fractions are indicated on the top of the Figure. (E–I) EM pictures of HDL fraction 6 obtained from
apoA-I−/− mice expressing the WT apoA-I, the mutant forms or the control adenovirus expressing GFP, following density-gradient ultracentrifugation of plasma. The arrows indicate discoidal HDL
particles. (J–M) Two-dimensional (2D) gel electrophoresis and Western-blot analysis of plasma obtained from mice infected with adenoviruses expressing the WT or the mutant forms of apoA-I, as
indicated. The arrows indicate the different HDL subpopulations.

of preβ1-HDL particles (Figure 3J). Mice expressing the apoA-
I(R160L)Oslo formed predominantly α4-HDL of fast electro-
phoretic mobility and small amounts of preβ1-HDL and α3-
and α2-HDL subpopulations with slower electrophoretic mobility
(Figure 3K). The apoA-I(R149A) formed preβ1 and α4-HDL
particles and small amounts of α1-, α2- and α3-HDL particles
of slower electrophoretic mobility (Figure 3L). The apoA-
I(R151C)Paris formed subpopulations of different sizes that mig-
rated between preβ and α-HDL (Figure 3M; see Supplementary
Figures 2A–2D of the Supplementary data at http://www.
BiochemJ.org/bj/406/bj4060167add.htm).

Plasma lipids, FPLC profiles, the distribution of HDL in different
densities and the size and shape of HDL in mice infected with
adenoviruses expressing the three mutant apoA-I forms in
combination with human LCAT

To assess how apoA-I mutations affect the biogenesis of HDL,
apoA-I−/− mice were co-infected with a mixture of adeno-
viruses expressing apoA-I(R160L)Oslo, apoA-I(R149A) or apoA-
I(R151C)Paris (using 1 × 109 pfu) along with human LCAT (using
5 × 108 pfu). The co-infection with LCAT and each of the
three mutants had a dramatic effect on plasma cholesterol and
apoA-I levels. Compared with mice infected with adenoviruses

expressing the mutant apoA-I forms alone, mice co-infected with
adenoviruses expressing LCAT and the apoA-I(R160L)Oslo, apoA-
I(R149A) and apoA-I(R151C)Paris mutants had a 1.9-, 2.5- and
2.2-fold increase in plasma apoA-I respectively. The increase in
TC was 5.8-, 2.8- and 5.8-fold respectively, and the increase
in esterified cholesterol was 21-, 4.3- and 7-fold respectively
(Table 1). The LCAT treatment also normalized the CE/TC
ratio (Table 1). These increases were observed despite the lower
levels of hepatic apoA-I mRNA expression in mice treated
with combination of LCAT and the mutant apoA-I forms, as
compared with mice treated with the mutant apoA-I forms alone
(Table 1).

Figures 4(A)–4(C) show the FPLC profiles of cholesterol in
mice treated with a combination of human LCAT and apoA-
I(R160L)Oslo (Figure 4A), apoA-I(R149A) (Figure 4B) and
apoA-I(R151C)Paris (Figure 4C) and compare them with the
profiles of mice treated with the WT or the corresponding mutant
apoA-I forms alone. These analyses showed that all the increase
in cholesterol could be attributed to the increase in cholesterol
that floats in the HDL2 and HDL1 region [that overlaps with
the LDL (low-density lipoprotein) density range]. The apoA-
I(R151C)Paris gave a continuous HDL peak that is shifted to the
lower densities, whereas the HDL of apoA-I (R149A) and apoA-
I(R160L)Oslo gave two distinct peaks corresponding to HDL2 and
HDL1 (Figures 4A–4C).

c© The Authors Journal compilation c© 2007 Biochemical Society



172 G. Koukos and others

Figure 4 Analyses of plasma of apoA-I−/− mice infected with a combination of adenoviruses expressing human LCAT (5 × 108 pfu) and apoA-I(R160L)Oslo

(1 × 109 pfu), apoA-I(R149A) (1 × 109 pfu) or apoA-I(R151C)Paris (1 × 109 pfu) mutants

(A–C) FPLC profiles of TC and comparison with the corresponding profiles of plasma obtained from apoA-I−/− mice expressing the WT apoA-I or each of the three apoA-I mutants alone, as
indicated. The CE/TC ratio of HDL fractions 15–22 of the FPLC is indicated. (D–F) SDS/PAGE profiles of fractions obtained by density-gradient ultracentrifugation analysis of plasma of apoA-I−/−

mice expressing the mutant forms of apoA-I in combination with the human LCAT, as indicated. (G–I) EM pictures of HDL fraction 6, following density-gradient ultracentrifugation of plasma obtained
from apoA-I−/− mice expressing the indicated mutant forms in combination with human LCAT. (J–L) Two-dimensional gel electrophoresis and Western blot analysis of plasma obtained from mice
infected with adenoviruses expressing the WT or the mutant forms of apoA-I, as indicated. The arrows indicate the different HDL subpopulations.

The LCAT treatment in mice expressing any of the three mu-
tants also normalized the CE/TC ratio of HDL (Figures 4A–4C).

Fractionation of plasma by density-gradient ultracentrifugation
and SDS/PAGE analysis of the fractions confirmed the increase
in plasma apoA-I levels shown in Table 1. The plasma apoA-I for
the three mutants was shifted towards the HDL2 region, whereas
smaller amounts of apoA-I were found in the HDL3 region and
the LDL density range (Figures 4D–4F). The distribution of
apoA-I assessed by ultracentrifugation and SDS/PAGE analysis
is consistent with the distribution of HDL cholesterol of the three
mutants relative to WT apoA-I, as determined by FPLC analysis
(compare Figures 4D–4F with Figures 4A–4C).

The co-infection of the mutant apoA-I forms with LCAT
increased the concentration of apoE in the VLDL (very-low-
density lipoprotein)/IDL (intermediate-density lipoprotein)/LDL
region. It also increased the concentration of apoA-IV in the
HDL3 and, to a lesser extent, in the HDL2 region (compare
Figures 3B and 3C with Figures 4D and 4E).

The LCAT treatment promoted the formation of spherical
HDL particles similar to those formed by WT apoA-I (compare

Figure 3E with Figures 4G–4I) and restored the larger size HDL
subpopulations in the plasma. In mice infected with the apoA-
I(R160L)Oslo and apoA-I(R149A) the preβ-HDL disappeared and
the relative concentration of the α2, α3 and α1 particles increased,
whereas in mice expressing the apoA-I(R151C)Paris the preβ to α-
HDL ratio appears normal (Figures 4J–4L).

DISCUSSION

In previous studies, we considered the HDL biogenesis as a con-
tinuous pathway where apoA-I and various participating proteins
interact successively to form initially preβ-HDL and subsequently
discoidal and spherical HDL particles that are biologically active
[7]. Gene transfer of apoA-I mutants to apoA-I−/− mice identified
discrete steps in the HDL pathway, where intermediates cannot
be converted into products and therefore accumulate in plasma
[2,16–18,27] or are degraded [15].

In the present study, we used the same strategy to assess
the impact of two naturally occurring apoA-I mutations, apoA-
I(R160L)Oslo and apoA-I(R151C)Paris, and a newly bioengineered
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mutation, apoA-I(R149A), on the biogenesis of HDL. Both Arg160

and Arg149 are thought to contribute to the positive electrostatic
potential of apoA-I [19]. The phenotypes that emerged following
adenovirus-mediated gene transfer of the naturally occurring
apoA-I mutants in apoA-I−/− mice are expected to be similar to
the phenotypes of homozygous subjects carrying either of the two
natural apoA-I mutations [23,24]. Currently, only the phenotypes
of heterozygotes patients are available. In addition, animal models
that express transiently the mutant proteins may be used to identify
potential therapies for the low HDL syndromes. In our studies,
the formation of HDL was assessed by FPLC fractionation and
two-dimensional gel electrophoresis of plasma that can identify
potential defects in the formation of HDL and imbalances in
the preβ and α-HDL subpopulations [17]. Other parameters that
indicate abnormalities in HDL biogenesis are the CE/TC ratio of
HDL, the skewed distribution of apoA-I towards the HDL3 region
and the ability of the mutant proteins to drive the formation of
spherical and/or discoidal HDL particles as determined by EM
[16,17]. The function of the apoA-I mutants was also assessed by
two informative in vitro assays.

The capacity of apoA-I mutants to promote ABCA1-mediated
cholesterol efflux indicates potential defects in the functional
interactions between apoA-I and ABCA1 that lead to the initial
lipidation of apoA-I [28]. The capacity of apoA-I to esterify the
cholesterol of rHDL particles may indicate potential defects that
inhibit the maturation of the lipidated apoA-I and the formation
of spherical HDL particles. Consistent with previous findings
[25,26,29,30], our in vitro assays showed that the three mutants
had near normal capacity to promote ABCA1-mediated lipid
efflux and greatly reduced capacity to activate LCAT.

Gene transfer of apoA-I(R160L)Oslo and apoA-I(R149A)
mutants in apoA-I−/− mice resulted in a great reduction of total
plasma apoA-I and HDL cholesterol levels, as compared with WT
apoA-I. It also promoted formation of preβ-HDL and small size
α4-HDL particles, accumulation of discoidal HDL particles in
plasma, decreased CE/TC ratio of the plasma and the HDL
fraction and caused a shift of apoA-I and HDL towards the HDL3
region. The phenotypes produced by adenovirus-mediated gene
transfer of apoA-I(R149A) or apoA-I(R160L)Oslo were similar. A
similar phenotype has been previously produced by replacement
of Arg160/His162 by valine and alanine respectively [16].

Our findings are consistent with previous studies that showed
that heterozygotes of apoA-I(R160L)Oslo have approx. 60 and
70% of normal HDL and apoA-I levels respectively, form preβ1
and small size α-HDL particles and have a 30% reduction in their
plasma LCAT activity [24].

Heterozygotes for apoA-I(R151C)Paris had approx. 50% of
normal plasma HDL cholesterol and apoA-I levels, reduced
plasma LCAT activity and a shift of HDL towards the HDL3
region [23]. Carriers of apoA-I(R151C)Paris mutation did not have
manifestations of coronary heart disease [23]. This may be the
result of the antioxidant properties of this mutant that has a free
cysteine moiety located near the interface of the hydrophobic/
hydrophilic surface of the α-helix [31].

LCAT treatment can correct the HDL abnormalities brought about
by the mutations apoA-I(R160L)Oslo, apoA-I(R151C)Paris and
apoA-I(R149A) and suggest a mechanism responsible for the HDL
deficiency observed in human patients carrying the two natural
apoA-I mutations

Insights into the molecular aetiology of the low HDL levels ob-
served in patients with apoA-I(R160L)Oslo and apoA-I(R151C)Paris

were provided by treatment of apoA-I−/− mice with a combin-

ation of adenoviruses expressing apoA-I(R160L)Oslo, apoA-
I(R151C)Paris or apoA-I(R149A) and the human LCAT. This
treatment corrected the plasma apoA-I and HDL levels, normal-
ized the CE/TC ratio, restored normal preβ- and α-HDL sub-
populations and led to the formation of spherical HDL particles.

The restoration of normal levels of apoA-I and HDL following
treatment with LCAT supports the notion that apoA-I mutants are
secreted efficiently by the liver but the ability of the endogenous
LCAT to esterify the cholesterol of the discoidal particles is
rate limiting. Due to the LCAT insufficiency, the discoidal HDL
accumulates in plasma. The reduction of the plasma apoA-I and
HDL levels most likely represents increased catabolism of the
discoidal particles via the kidney by the cubilin receptor or other
mechanisms [32,33].

In the presence of excess LCAT, the esterification of the chole-
sterol of the discoidal HDL particles promotes their conversion
into spherical HDL, thus reducing the overall catabolism of
HDL.

The diminished capacity of apoA-I mutants carrying amino
acid substitutions in the 149–160 region to activate LCAT has
been supported by the in vitro data of this and several previous
studies [19,24–26,29,34]. It has been suggested that Arg160 plays a
direct role in the activation of LCAT [29], since mutagenesis of
this residue does not change the structure and thermodynamic
properties of the mutant protein, but has a major effect on the
activation of LCAT [19,29]. Similarly, an Arg149 to glutamic
residue substitution had no effect on the structure and the
thermodynamic stability of apoA-I but diminished the capacity
of the mutant protein to activate LCAT [19].

It has been suggested that Arg149, Arg153 and Arg160, which are
located in the hydrophobic/hydrophilic boundary of the amphi-
pathic helix, create the only significant positive electrostatic
potential around apoA-I [19]. In the ‘belt’ model these residues
do not form interhelical salt bridges with the corresponding
antiparallel repeat 99–120 but can form either intrahelical salt
bridges or can be free to have electrostatic interactions with LCAT
and thus promote its activation [19].

When Arg149 or Arg160 are replaced by alanine or other hydro-
phobic residues, the overall hydrophobicity increases and the
positive electrostatic potential of this region decreases. The reduc-
tion in the positive electrostatic potential of these mutants may
account for their diminished ability to activate LCAT in vitro
and in vivo. The diminished capacity of apoA-I(R151C)Paris to
activate efficiently LCAT in vitro and in vivo may be related
to a different registration of the two antiparallel apoA-I helices
as compared with WT apoA-I, due to the formation of a disulfide
bond between the two Cys151 residues [35].

Taken together with previous studies, our data suggest the fol-
lowing events that account for the abnormal HDL phenotypes and
the low HDL levels of humans or experimental animals express-
ing apoA-I(R160L)Oslo, apoA-I(R151C)Paris and apoA-I(R149A).
Following the initial lipidation of apoA-I by ABCA1, the complex
proceeds to form discoidal particles. However, the activity of
LCAT is rate limiting and the discoidal particles cannot be con-
verted efficiently into spherical particles. This defective conver-
sion is associated with low HDL levels, most likely due to the in-
creased catabolism of the discoidal HDL particles [32,33]. The
correction of the aberrant HDL phenotypes by treatment with
LCAT suggests a potential therapeutic intervention for HDL ab-
normalities that result from specific mutations in apoA-I. Experi-
mental interventions in animal models may involve, for instance,
treatments that increase the expression of the endogenous LCAT
gene and/or potential gene therapy in the future. Such treatments
will have as their target not only the increase in HDL levels but
also the protection from atherosclerosis.
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The Carboxy-Terminal Region of apoA-I Is Required for the ABCA1-Dependent
Formation ofR-HDL But Not Preâ-HDL Particles in Vivo†
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ABSTRACT: ATP-binding cassette transporter A-1 (ABCA1)-mediated lipid efflux to lipid-poor apolipo-
protein A-I (apoA-I) results in the gradual lipidation of apoA-I. This leads to the formation of discoidal
high-density lipoproteins (HDL), which are subsequently converted to spherical HDL by the action of
lecithin:cholesterol acyltransferase (LCAT). We have investigated the effect of point mutations and deletions
in the carboxy-terminal region of apoA-I on the biogenesis of HDL using adenovirus-mediated gene transfer
in apoA-I-deficient mice. It was found that the plasma HDL levels were greatly reduced in mice expressing
the carboxy-terminal deletion mutants apoA-I[∆(185-243)] and apoA-I[∆(220-243)], shown previously
to diminish the ABCA1-mediated lipid efflux. The HDL levels were normal in mice expressing the WT
apoA-I, the apoA-I[∆(232-243)] deletion mutant, or the apoA-I[E191A/H193A/K195A] point mutant,
which promote normal ABCA1-mediated lipid efflux. Electron microscopy and two-dimensional gel
electrophoresis showed that the apoA-I[∆(185-243)] and apoA-I[∆(220-243)] mutants formed mainly
preâ-HDL particles and few spherical particles enriched in apoE, while WT apoA-I, apoA-I[∆(232-
243)], and apoA-I[E191A/H193A/K195A] formed sphericalR-HDL particles. The findings establish that
(a) deletions that eliminate the 220-231 region of apoA-I prevent the synthesis ofR-HDL but allow the
synthesis of preâ-HDL particles in vivo, (b) the amino-terminal segment 1-184 of apoA-I can promote
synthesis of preâ-HDL-type particles in an ABCA1-independent process, and (c) the charged residues in
the 191-195 region of apoA-I do not influence the biogenesis of HDL.

Apolipoprotein A-I (apoA-I)1 is the major protein com-
ponent of high-density lipoproteins (HDL) and plays an
essential role in the biogenesis, structure, function, and
plasma concentration of HDL (1-5). ApoA-I contains 22-
and 11-amino acid repeats (6, 7) which based on earlier X-ray
crystallography (8) and computer modeling (7) are organized
in amphipathicR-helices. Most recently, lipid-free apoA-I
has been crystallized in salt buffers containing 500µM
Cr(III)-Tris-acetylacetonate (Cr-acac3) (9). Under the condi-
tions of crystallization, the protein consists of a four helix
amino-terminal bundle and two carboxy-terminal helices.

The biogenesis and catabolism of HDL can be considered
as a complex pathway that involves several proteins (5). In
the early steps of this pathway, apoA-I is secreted mostly
lipid-free by the liver and acquires phospholipid and
cholesterol via its interactions with the ATP-binding cassette
A1 (ABCA1) lipid transporter (2, 10, 11). Through a series
of intermediate steps that are poorly understood, apoA-I is
gradually lipidated and proceeds to form discoidal particles
that are converted to spherical particles by the action of
lecithin:cholesterol acyl transferase (LCAT) (3, 12). Both
the discoidal and the spherical HDL particles interact
functionally with the HDL receptor scavenger receptor class
B type I (SR-BI) (4, 13, 14). They also interact with the
ABCG1 transporter (15). The late steps of the HDL pathway
involve the transfer of cholesteryl esters to very low density
lipoprotein/low density lipoprotein (VLDL/LDL) for eventual
catabolism by the LDL receptor, the hydrolysis of phospho-
lipids and residual triglycerides by the various lipases
(lipoprotein lipase, hepatic lipase, and endothelial lipase),
and the transfer of phospholipids from VLDL/LDL to HDL
by the action of phospholipid transfer protein (16).

In previous studies, we used adenovirus-mediated gene
transfer of apoA-I mutants to identify steps in the HDL
biogenesis pathway where intermediates of the pathway
cannot be converted to products and therefore accumulate
in plasma (2, 17-20). Discrete phenotypes were observed
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that were characterized by a total lack of HDL synthesis,
accumulation of discoidal particles of abnormal preâ-/R-HDL
ratios, and various forms of dislipidemias (2, 17-20).

In the present study, we analyzed the impact of carboxy-
terminal deletion mutants apoA-I[∆(185-243)], apoA-
I[∆(220-243)], and apoA-I[∆(232-243)] as well as the
impact of the point mutant apoA-I[E191A/H193A/K195A]
on the biogenesis of HDL in vivo using adenovirus-mediated
gene transfer of apoA-I mutants in apoA-I-deficient (apoA-
I-/-) mice. The formation of HDL was assessed by fast
protein liquid chromatography (FPLC) fractionation, electron
microscopy (EM) analysis, and two-dimensional gel elec-
trophoresis of plasma.

Our findings indicated that carboxy-terminal deletions that
remove the 220-231 region of apoA-I prevent the biogenesis
of normalR-HDL particles but allow the formation of preâ-
HDL particles by processes, which appear to be independent
of apoA-I/ABCA1 interactions.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials. Materials not mentioned in the experimental
procedures have been obtained from sources described
previously (2, 17).

Generation of AdenoViruses Expressing the Wild-Type
(WT) and the Mutant apoA-I Forms.The construction of
recombinant adenoviruses carrying the genomic sequence for
the WT apoA-I, apoA-I[∆(220-243)], and apoA-I[∆(232-
243)] has been described before (2, 19). The adenoviruses
expressing apoA-I[∆(185-243)] and apoA-I[E191A/H193A/
K195A] were generated in a similar way. Briefly, the fourth
exon of the human apoA-I gene was amplified and mu-
tagenized by polymerase chain reaction, using a set of
specific mutagenic primers (185F and 185R for apoA-
I[∆(185-243)] and M32S and M32A for apoA-I[E191A/
H193A/K195A]) containing the mutation of interest and a
set of flanking universal primers (AINOTF and AISALR)
containing the restriction sitesNotI andSalI. The sequences
of the primers are shown in Table 1. The pCA13AIgN vector,
which contains aNotI site in intron 3 and anXhoI site in
the 3′-end of the apoA-I gene, was used as a template in the
amplification reactions (19, 21). The DNA fragment contain-
ing the mutation of interest was digested withNotI andSalI
and subcloned into theNotI andXhoI sites of the pCA13AIgN
vector, thus replacing the WT with the mutated exon 4
sequence. The pCA13-A-I plasmids, containing the 185-

243 deletion or the E191A/H193A/K195A point mutation,
along with a helper PJM17 adenovirus plasmid, were used
to generate recombinant adenoviruses as described previously
(17, 19).

Animal Studies, Plasma Lipids, apoA-I and apoA-I mRNA
LeVels Analyses.ApoA-I-/- (apoA1tm1Unc) C57BL/6J mice
(22) were purchased from Jackson Laboratories (Bar Harbor,
ME). The mice were maintained on a 12-h light/dark cycle
and standard rodent chow. All procedures performed on the
mice were in accordance with National Institutes of Health
and institutional guidelines. ApoA-I-/- mice, 6-8 weeks of
age, were injected via the tail vein with 1× 109 pfu of
recombinant adenovirus per animal, and the animals were
sacrificed 4 days postinjection following a 4-h fast.

The concentration of total cholesterol, free cholesterol,
phospholipids, and triglycerides of plasma drawn 4 days post-
infection was determined using the Cholesterol CII, Free
Cholesterol C, Phospholipids B (Wako Chemicals USA, Inc.)
and INFINITY triglycerides (ThermoDMA) reagents, re-
spectively, according to the manufacturer’s instructions. The
concentration of cholesteryl esters was determined by
subtracting the concentration of free cholesterol from the
concentration of total cholesterol. Plasma apoA-I levels were
measured by turbidimetric immunoassay using the Autokit
Apo A1 reagents (Wako Chemicals USA, Inc.), according
to the manufacturer’s instructions. Hepatic human apoA-I
mRNA levels were determined by Northerm blotting as
described (2, 4).

For FPLC analysis of plasma, 17µL plasma obtained from
mice infected with adenovirus-expressing WT or mutant
apoA-I forms were loaded onto a Sepharose 6 PC column
(Amersham Biosciences) in a SMART micro FPLC system
(Amersham Biosciences) and eluted with phosphate-buffered
saline (PBS). A total of 25 fractions of 50µL volume each
were collected for further analyses. The concentration of
lipids and apoA-I in the FPLC fractions was determined as
described above.

Fractionation of Plasma by Density Gradient Ultracen-
trifugation and Electron Microscopy Analysis of the apoA-
I-Containing Fractions.For this analysis, 300µL of plasma
obtained from adenovirus-infected mice was diluted with
saline to a total volume of 0.5 mL. The mixture was adjusted
to a density of 1.23 g/mL with KBr and overlaid with 1 mL
of KBr solution ofd ) 1.21 g/mL, 2.5 mL of KBr solution
of d ) 1.063 g/mL, 0.5 mL of KBr solution ofd ) 1.019

Table 1: Oligonucleotide Sequence of Primers Used in PCR Amplifications

name sequence location of sequence

185F 5′-CTC AAG GAG AAC TGAa GGC GCC AGA CTG-3′ nt 612-638 of apoA-I cDNAb (sense)
(amino acids+181 to+189)

185R 5′-CAG TCT GGC GCC TCA GTT CTC CTT GAG-3′ nt 638-612 (antisense) (amino acids+189 to+181)c

M32S 5′-CTG GCCGCGd TAC GCC GCCGCG GCC ACC GAG-3′ nt 638-665 of apoA-I cDNA (sense)
(amino acids+189 to+198)

M32A 5′-CTC GGT GGCCGC GGCGGC GTA CGC GGC CAG TCT-3′ nt 665-633 of apoA-I cDNA (antisense)
(amino acids+198 to+188)

AINOT F 5′ CCT CCG CGG ACA GGC GGC CGCe CAG GG 3′ nt 886-911 of apoA-I genomic sequencef that contains
a NotI site (sense), intron 3 of apoA-I gene

AISAL R 5′ A CAT GTC GAC CCC CTT TCA GGG CAC CTG GCC TTG 3′ ACAT + SalI site+ nt 1917-1894 of apoA-I genomic
sequence (antisense), at 3′ end of apoA-I gene

a The stop codon is underlined.b Nucleotide number of the human apoA-I cDNA sequence (57), oligonucleotide position (+) relative to the
translation initiation ATG codon.c Amino acid position (+) refers to the mature plasma apoA-I sequence.d Mutagenized residues are marked in
boldface type and are underlined.e The restriction enzyme recognition sites are marked in boldface type.f Nucleotide number of the human apoA-I
genomic sequence (21), oligonucleotide position (+) relative to the translation initiation ATG codon.
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g/mL, and 0.5 mL of normal saline. The mixture was
centrifuged for 22 h in SW55 rotor at 30 000 rpm. Following
ultracentrifugation, 0.5 mL fractions were collected from the
top for further analyses. The refractive index of the fractions
was measured using a refractometer (American Optical
Corp.), and it was converted to density for each sample based
on a standard curve derived from solutions of known
densities. The fractions were dialyzed against ammonium
acetate and carbonate buffer (126 mM ammonium acetate,
2.6 mM ammonium carbonate, 0.26 mM EDTA, pH 7.4).
Aliquots of the fractions were subjected to SDS-PAGE, and
the protein bands were visualized by staining with Coomassie
Brilliant Blue. The fractions that were obtained from the
plasma of mice expressing the apoA-I[∆(185-243)] and
apoA-I[∆(220-243)] mutants were further analyzed by
SDS-PAGE and Western blotting. The nitrocellulose mem-
branes were probed with goat polyclonal anti-human apoA-I
antibody (Chemicon International) and/or goat polyclonal
anti-mouse apoE antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA).

For EM analysis, fractions 6-8 that float in the HDL
region were dialyzed against ammonium acetate and carbon-
ate buffer. The samples were applied on carbon-coated grids,
were stained with sodium phosphotungstate, were visualized
in the Phillips CM-120 electron microscope (Phillips Electron
Optics, Eindhoven, Netherlands) and photographed as de-
scribed previously (2). The photomicrographs were taken at
75000× magnification and enlarged three times.

Nondenaturating Two-Dimensional Electrophoresis.The
distribution of HDL subfractions in plasma was analyzed
by two-dimensional electrophoresis as described (23) with
some modifications. Briefly, in the first dimension, 1µL of
plasma sample was separated by electrophoresis at 4°C in
a 0.75% agarose gel using a 50 mM barbital buffer (pH 8.6,
Sigma, St. Louis, MO) until the bromophenol blue marker
had migrated 5.5 cm. Agarose gel strips containing the
separated lipoproteins were then transferred to a 4-20%
polyacrylamide gradient gel. Separation in the second
dimension was performed at 90 V for 2-3 h at 4°C. The
separated proteins were transferred to a nitrocellulose
membrane, and human apoA-I and mouse apoE were
detected by using a goat polyclonal anti-human apoA-I
antibody (Chemicon International) and a goat polyclonal anti-
mouse apoE antibody (Santa Cruz Biotechnology), respec-
tively.

Agarose Gel Electrophoresis. Preâ- and R-HDL were
separated by 0.7% agarose gel electrophoresis followed by
Oil Red O neutral lipid staining (Sigma, St. Louis, MO)
according to manufacturer’s instructions or Western blotting
using a goat polyclonal anti-human apoA-I antibody (Chemi-
con International).

Cell Secretion of WT and Mutant apoA-I Forms. For
assessing the secretion of WT and mutant apoA-I forms,
human HTB13 cells (SW 1783, human astrocytoma) grown
to 80% confluence in Leibovitz’s L-15 medium containing
10% (v/v) fetal bovine serum (FBS) in 100-mm diameter
dishes were infected with adenoviruses expressing WT and
mutant apoA-I forms at a multiplicity of infection of 20.
Twenty-four hours post-infection, the cells were washed
twice with PBS and preincubated in serum-free medium for
2 h. Following an additional wash with PBS, fresh serum-
free medium was added. After 24 h of incubation, medium

was collected and analyzed by SDS-PAGE for apoA-I
expression. HTB-13 cells have been chosen in these experi-
ments and for large-scale growing in roller bottles because
they produce higher yields of apoA-I as compared to Chinese
hamster ovary cells (CHO) and C127 mouse mammary tumor
carcinoma cells (ATCC CRC1616).

Cholesterol Efflux Assay.ABCA1-dependent efflux of [3H]-
cholesterol to lipid-free apoA-I acceptor was measured using
J774 macrophages in which expression of ABCA1 was
induced by a cAMP analogue, as described previously (2).
The apoA-I forms used as cholesterol acceptors were
produced by infection of HTB-13 cells grown in large scale
in roller bottles and purification of apoA-I followed as
described (3). On day 0 J774 macrophages were plated in
12-well plates at density of 5× 105 cells/well in RPMI 1640
with 10% (v/v) FBS and antibiotics. On day 1 cells were
labeled with 1 mL of labeling medium (6µCi/mL 1,2[3H]-
cholesterol) for 24 h. Following 24 h of labeling and washing,
cells were treated with serum-free medium and equilibrated
for 24 h with or without 0.3 mM 8-(4-chlorophenylthio)-
adenosine 3′:5′-cyclic monophosphate (cpt-cAMP). At the
end of the treatment period with cpt-cAMP, cells were
washed twice and incubated with 1 mL of RPMI 1640,
supplemented with 0.2% (w/v) bovine serum albumin (BSA),
with or without 1µM WT apoA-I or mutant forms at 37°C.
At different time points up to 6 h, 55µL of medium were
collected and clarified by centrifugation in a microcentrifuge
for 2 min. The radioactivity in 40µL of the supernatant was
determined by liquid scintillation counting. At the end of
the incubation, cells were lysed by 800µL of lysis buffer
(PBS containing 1% (v/v) Triton X-100) for 30 min at room
temperature, and radioactivity was measured in 40µL of
cell lysate. The percentage of secreted [3H]cholesterol was
calculated by dividing the medium-derived counts by the sum
of the total counts present in the culture medium and the
cell lysate. To calculate the net cpt-cAMP-dependent efflux,
the cholesterol efflux of the untreated cells was subtracted
from the cholesterol efflux of the cells treated with cpt-
cAMP. The total and net cpt-cAMP-dependent efflux of
cholesterol was linear over a 4-h period and was defined as
100%.

RESULTS

In Vitro Studies: ABCA1-Mediated Efflux of Cellular
Cholesterol.The overall objective of these studies was to
assess the importance of domains and residues of the
carboxy-terminal region of apoA-I in the ABCA1-mediated
lipid efflux and the biogenesis of HDL following the
expression of these mutants in apoA-I-/- mice.

On the basis of the three-dimensional structure of apoA-
I, the amino-terminal four helix bundle of apoA-I is
connected with a loop, consisting of amino acids 188-195,
to the two carboxy-terminal helices of apoA-I (9). Previous
studies have shown that the carboxy-terminal region of
apoA-I is involved in binding to multilamelar phospholipid
particles and to HDL particles (3). We have shown previously
that the ABCA1-mediated cholesterol efflux to the carboxy-
terminal deletion mutants apoA-I[∆(185-243)] or apoA-I[∆-
(220-243)], which lack the 220-231 region, was reduced
to 20 and 9% of WT control, respectively (2). However, the
ABCA1-mediated cholesterol efflux to the carboxy-terminal
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deletion mutant apoA-I[∆(232-243)], which retains the
220-231 region, was normal (2).

In the current study, we showed that the cpt-cAMP-
dependent (ABCA1-mediated) cholesterol efflux in the
presence of apoA-I[E191A/H193A/K195A] acceptor was
92% of the WT control (Figure 1).

In ViVo Studies: Plasma Lipids and apoA-I LeVels and
Hepatic apoA-I mRNA LeVels following AdenoVirus Medi-
ated-Gene Transfer in apoA-I-/- Mice. To determine the
effect of the carboxy-terminal deletions∆(185-243),∆(220-
243), and ∆(232-243) and the point mutation E191A/
H193A/K195A in apoA-I on the biogenesis of HDL, we used
adenovirus-mediated gene transfer of apoA-I mutants in
apoA-I-/- mice. For a typical experiment, 4-7 mice were
injected with 1 × 109 pfu of recombinant adenoviruses
expressing the WT or the mutants apoA-I forms or of the
control adenovirus expressing green fluorescent protein
(GFP). Plasma samples and the liver of mice were collected
4 days post-infection.

Analysis of plasma lipids and apoA-I levels, and hepatic
apoA-I mRNA levels showed that apoA-I-/- mice infected
with adenoviruses expressing the carboxy-terminal deletion
mutants apoA-I[∆(185-243)] or apoA-I[∆(220-243)] and
apoA-I-/- mice infected with the control adenovirus express-
ing the green fluorescent protein (apoA-I-/- GFP) had
reduced levels of total and esterified cholesterol and de-
creased cholesteryl ester/ total cholesterol (CE/TC) ratio. In
contrast, the apoA-I-/- mice infected with adenoviruses
expressing the WT apoA-I, the carboxy-terminal deletion
mutant apoA-I[∆(232-243)], and the carboxy-terminal point

mutant apoA-I[E191A/H193A/K195A] had normal levels of
total and esterified cholesterol and similar CE/TC ratios
(Table 2). The phospholipid levels were normal in mice
expressing the WT apoA-I and the apoA-I[∆(232-243)] and
apoA-I[E191A/H193A/K195A] mutants but were greatly
reduced in mice expressing the apoA-I[∆(185-243)] or
apoA-I[∆(220-243)] mutants as well as in the control mice
that express GFP (Table 2). The plasma triglycerides in mice
expressing the WT or mutant apoA-I forms were moderately
increased as compared to apoA-I-/- mice expressing GFP
but remained within the normal range (Table 2). The plasma
apoA-I levels in mice expressing the apoA-I[∆(232-243)]
and apoA-I[E191A/H193A/K195A] mutants were 40 and
85% of the levels in mice expressing the WT apoA-I,
respectively. In contrast, the plasma apoA-I levels were
greatly reduced in mice expressing the apoA-I[∆(220-243)]
mutant and were diminished in mice expressing the apoA-
I[∆(185-243)] mutant (Table 2). The differences in plasma
lipid and apoA-I levels do not reflect differences in apoA-I
expression since the relative amounts of apoA-I mRNA were
comparable (Table 2). In addition, the WT and all apoA-I
mutant forms were secreted with the same efficiency into
the medium of HTB-13 cells following infection with
adenoviruses expressing the WT and mutant apoA-I forms
(Figure 2). As seen in Figure 2, the noninfected HTB-13
cells do not synthesize apoA-I.

FPLC Profiles of Plasma Isolated from Mice Infected with
AdenoViruses Expressing the WT or the Mutant apoA-I
Forms. FPLC analysis of plasma from apoA-I-/- mice
infected with recombinant adenoviruses expressing the apoA-
I[∆(185-243)] or apoA-I[∆(220-243)] mutants showed that
small amounts of cholesterol and phospholipids were detected
in the HDL region (Figure 3A,B). The cholesterol and
phospholipid distribution and levels in these mice were

FIGURE 1: ABCA1-mediated cholesterol efflux in the presence of
WT apoA-I and apoA-I[E191A/H193A/K195A]. Cells labeled with
6 µCi/mL [3H]cholesterol for 24 h and treated with or without 0.3
mM cpt-cAMP for 24 h were incubated with 1µM WT apoA-I
and apoA-I[E191A/H193A/K195A] for 4 h at 37°C. Media and
cells were collected separately, and the radioactivity was measured
as described in Experimental Procedures. The percent of [3H]-
cholesterol efflux represents the amount of the radioactivity released
in the medium divided by the total radioactivity present in the
culture medium and the cell lysate. The percent of the net cpt-
cAMP-dependent [3H]cholesterol efflux was calculated as the
difference in percent of cholesterol efflux between treated cells (total
efflux) and untreated cells (cpt-cAMP independent efflux). Black
and white bars show the percent of [3H]cholesterol efflux from cpt-
cAMP treated and untreated cells, respectively. Shaded bars show
the percent of the net cpt-cAMP-dependent [3H]cholesterol efflux.
The numbers on top of the bars represent the cholesterol efflux
relative to the WT control set to 100%. Values are the means(
S.D. from three independent experiments performed in duplicate.

FIGURE 2: Expression of WT and mutant apoA-I forms in cultures
of HTB-13 cells following infection with the corresponding
recombinant adenoviruses. SDS-PAGE analysis of medium ob-
tained from HTB-13 cells grown in 100-mm dishes and infected
with adenoviruses expressing the WT and mutant apoA-I forms as
described in the Experimental Procedures. An aliquot of 30µL of
serum-free culture medium was analyzed. “Marker” indicates
protein markers of different molecular mass, as shown in the figure.
Lane 6 contains 3µg of BSA. It was estimated that the infected
cultures (5× 106 cells) secreted approximately 60-100µg/mL WT
and mutant apoA-I forms over 24 h of incubation.
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comparable to those of mice infected with the control
adenovirus expressing the GFP (Figure 3A,B). Small amounts
of apoA-I were also found in the HDL region in mice
infected with the adenovirus expressing the apoA-I[∆(220-
243)] mutant, and barely detectable amounts of apoA-I were
found in the HDL region in mice infected with the adenovirus
expressing the apoA-I[∆(185-243)] mutant (Figure 3D). The
plasma cholesterol, phospholipids, and apoA-I in mice
expressing the WT apoA-I, apoA-I[∆(232-243)], or apoA-
I[E191A/H193A/K195A] were distributed in the HDL region
(Figure 3A,B,D). The cholesterol, phospholipids, and apoA-I
FPLC profiles of mice expressing the apoA-I[∆(232-243)]
mutant also had a small shoulder at the LDL region (Figure
3A,B,D). The cholesteryl ester profiles in these mice were
identical to those of total cholesterol (data not shown). In
all mice infected with the recombinant adenoviruses, the
plasma triglycerides were distributed in the VLDL region
(Figure 3C).

The fractions 14-24, which correspond to the HDL region,
obtained from mice expressing the apoA-I[∆(185-243)] had
an increased molar ratio of phospholipids/apoA-I compared
to that of fractions 14-24 obtained from mice expressing
the WT apoA-I (67.2-fold increase) (Figure 3E). An increase
in the molar ratio of phospholipids/apoA-I of fractions 14-
24 obtained from mice expressing the apoA-I[∆(220-243)]
as compared to mice expressing WT apoA-I (4-fold) was
also observed, but this increase was less pronounced than
that observed for apoA-I[∆(185-243)] (Figure 3E). In a
previous study, it was observed that the HDL isolated by
FPLC from ABCA1-deficient mice also had an increased
molar ratio of phospholipids/apoA-I compared to HDL
isolated from control mice (11-fold increase) (24).

Furthermore, based on the lipid composition, it was
observed an increased percentage of triglycerides in fractions
14-24 obtained from mice expressing apoA-I[∆(185-243)]
and apoA-I[∆(220-243)] (4- and 3-fold increase, respec-
tively) (Figure 3E). An increased percentage of triglycerides
(40-fold increase) was also observed in the HDL isolated
from ABCA1-deficient mice (24).

Effect of the Carboxy-Terminal Mutations on the Distribu-
tion of apoA-I in Different Densities and the Composition
of HDL. The fractions obtained following density gradient
ultracentrifugation of the plasma of mice expressing the WT
or the mutant apoA-I forms or the control protein GFP were
analyzed by SDS-PAGE, and the protein bands were
visualized by staining with Coomassie Brilliant Blue. This
analysis showed that in mice infected with adenoviruses
expressing the WT apoA-I, the apoA-I[∆(232-243)] and the

apoA-I[E191A/H193A/K195A] mutants, apoA-I was dis-
tributed in the HDL2 and HDL3 region (Figure 4A,D,E). In
mice expressing the apoA-I[∆(232-243)] mutant, there was
a shift in the distribution of apoA-I toward the HDL3 region
(Figure 4D). In mice expressing the apoA-I[∆(220-243)]
mutant, the low levels of apoA-I were detected in HDL2,
HDL3, and thed > 1.21 g/mL fractions (Figure 4C). The
majority of apoA-I was found in the HDL3 and the lipid-
poor fractions. In mice expressing the apoA-I[∆(185-243)]
mutant, apoA-I could not be detected by Coomassie Brilliant
Blue staining (Figure 4B). Western blotting showed that the
majority of apoA-I was found in thed > 1.21 g/mL fractions,
and small quantities were in the HDL3 region (Figure 4G).
The low levels of apoA-I detected by SDS-PAGE analysis
of the density gradient ultracentrifugation fractions for the
carboxy-terminal mutants are consistent with the low plasma
apoA-I levels detected by turbidimetric immunoassay (Table
2). In mice expressing the apoA-I[∆(185-243)] and apoA-
I[∆(220-243)] carboxy-terminal deletion mutants, the apoE
levels were increased and apoE was distributed in the HDL2

region (Figure 4B,C). The apoE levels and distribution in
these mice were similar to those observed in mice infected
with the control adenovirus that expresses GFP (Figure 4F).
The HDL fraction of apoA-I-/- mice was shown previously
to contain mainly apoE, as well as apoA-IV, apoA-II, and
apoCs (25).

Analysis of the distribution of total cholesterol, cholesteryl
ester, free cholesterol, triglycerides, and phospholipids fol-
lowing density gradient ultracentrifugation of plasma es-
sentially confirmed the distribution of these lipids to different
lipoprotein fractions that were obtained by FPLC fraction-
ation (data not shown). The CE/TC ratio was calculated in
fractions 4-8 that correspond to the HDL region (Figure
4A-F). This analysis showed that the CE/TC ratio in mice
infected with the apoA-I[∆(185-243)] and apoA-I[∆(220-
243)] carboxy-terminal deletion mutants was lower than that
of the mice infected with the GFP-expressing adenovirus and
was greatly reduced as compared to the CE/TC ratio of mice
infected with adenoviruses expressing the WT apoA-I or the
apoA-I[∆(232-243)] and the apoA-I[E191A/H193A/K195A]
mutants (Figure 4A-F). Similar information for the CE/TC
ratio of the HDL region for the WT and mutant apoA-I forms
was obtained by analysis of the FPLC fractions (data not
shown).

Consistent with the lipid composition of the FPLC
fractions that correspond to the HDL region, the fractions
4-8 obtained by density gradient ultracentrifugation that also
correspond to the HDL region had increased molar ratio of

Table 2: Comparison of Plasma Lipids and apoA-I Levels and Hepatic mRNA Levels of apoA-I-/- Mice 4 days Post-infection with
Recombinant Adenoviruses Expressing the WT apoA-I or apoA-I Mutants or the Control Protein GFPa

total
cholesterol
(mg/dL)

free
cholesterol
(mg/dL)

cholesteryl
esters

(mg/dL) CE/TC
phospholipids

(mg/dL)
triglycerides

(mg/dL)
apoA-I
(mg/dL)

relative
apoA-I

mRNA (%)

WT apoA-I 116( 33 36( 18 81( 18 0.71( 0.08 273( 52 91( 6 216( 36 100
apoA-I[∆(185-243)] 28( 3 23( 2 5 ( 2 0.17( 0.07 69( 7 53( 13 0.8( 0.1 94( 17
apoA-I[∆(220-243)] 43( 4 24( 1 18( 3 0.42( 0.03 52( 6 51( 13 13( 3 96( 2
apoA-I[∆(232-243)] 79( 17 20( 5 59( 12 0.75( 0.03 142( 24 68( 8 87( 25 100( 20
apoA-I[E191A/

H193A/K195A]
113( 11 30( 3 83( 9 0.73( 0.03 241( 35 81( 30 183( 32 82( 13

apoA-I-/- GFP 27( 4 13( 3 14( 6 0.53( 0.09 94( 13 37( 9
a Values are means( SD (n ) 4-7).
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phospholipids/apoA-I (57.5-fold increase) and had an in-
creased percentage of triglycerides (4.3-fold increase) in mice
expressing the apoA-I[∆(185-243)] compared to fractions
4-8 obtained from mice expressing the WT apoA-I (Figure
4H). A less pronounced increase in the molar ratio of
phospholipids/apoA-I (2.1-fold) and the percentage of trig-
lycerides (3.7-fold) was observed for fractions 4-8 obtained
from mice expressing the apoA-I[∆(220-243)] as compared
to mice expressing the WT apoA-I (Figure 4H).

Effect of the Carboxy-Terminal Mutations on the Forma-
tion of HDL. Analysis by EM of the HDL fractions 6 and 7
(density 1.100-1.123 g/mL), obtained by density gradient
ultracentrifugation (Figure 4A-F), showed that the mice
expressing the WT apoA-I and the apoA-I[∆(232-243)] and
apoA-I[E191A/H193A/K195A] mutants formed a large
number of spherical HDL particles (Figure 5A,D,E). In
contrast the HDL fraction of mice expressing the apoA-
I[∆(185-243)] and apoA-I[∆(220-243)] mutants contained
few spherical particles (Figure 5B,C) similar to those seen
in control mice infected with the adenovirus expressing

GFP (Figure 5F). Similar results were obtained by EM
analysis of fraction 8, whereas analysis ofd > 1.21 g/mL
fractions did not show the presence of any particles (data
not shown).

The HDL fractions 6 and 7 from mice expressing the WT
apoA-I or the carboxy-terminal deletion mutants apoA-I[∆-
(185-243)] and apoA-I[∆(220-243)] or the control protein
GFP were also analyzed by SDS-PAGE and Western
blotting using an anti-mouse apoE antibody. It was found
that the apoE levels in the HDL fractions of mice expressing
the apoA-I[∆(185-243)] and apoA-I[∆(220-243)] mutants,
as well as in apoA-I-/- mice infected with the adenovirus-
expressing GFP, were increased compared to the HDL
fractions of mice expressing the WT apoA-I (Figure 5G). It
has been previously shown that the levels of mouse apoE in
plasma as well as in the HDL fraction of apoA-I-/- mice
are high and are reduced by expression of WT apoA-I in
these mice (25-27).

The Carboxy-Terminal Deletions Inhibit the Formation of
R-HDL Particles, But Can Promote the Formation of preâ-

FIGURE 3: FPLC profiles of total cholesterol, phospholipids, triglycerides, and apoA-I in plasma of apoA-I-/- mice expressing the WT
apoA-I or the carboxy-terminal mutants apoA-I[∆(185-243)], apoA-I[∆(220-243)], apoA-I[∆(232-243)], apoA-I[E191A/H193A/K195A]
or the control protein GFP. Plasma samples were obtained from mice infected with 1× 109 pfu of the recombinant adenoviruses expressing
the WT or mutant forms of apoA-I or the control protein GFP 4 days post-infection. The samples were fractionated by FPLC and then the
total cholesterol (A), phospholipids (B), triglycerides (C), and apoA-I (D) levels of each FPLC fraction were determined as described in
Experimental Procedures. Panel E, Lipids and apoA-I concentrations from a pool of lipoprotein fractions that correspond to the HDL region
(fractions 14-24) expressed as mg/dL. TG, triglycerides; PL, phospholipids; TC, total cholesterol; %, percentage composition expressed
relatively to the sum of TG, PL, and TC values. PL/apoA-I is expressed as molar ratio.
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HDL Particles. Two-dimensional gel electrophoresis of
plasma showed that the WT apoA-I and the apoA-I[∆(232-
243)] and apoA-I[E191A/H193A/K195A] mutants formed
R-HDL particles and small amounts of preâ-HDL particles
(Figure 6A,J,K). In contrast, the apoA-I[∆(185-243)] mutant
formed only preâ-HDL particles, and the apoA-I[∆(220-
243)] formed preâ-HDL particles and a very small amount
of R-HDL particles (Figure 6D,G). When duplicate blots
corresponding to those shown in Figure 6A,D,G,J,K were
treated with anti-mouse apoE antibodies, apoE-containing
lipoproteins with fast electrophoretic mobility and larger size
were detected in the plasma of apoA-I-deficient mice infected
with adenoviruses expressing the control protein GFP and
those expressing the carboxy-terminal deletion mutants apoA-
I[∆(185-243)], apoA-I[∆(220-243)] (Figure 6C, E, H).
ApoE was not detected in the plasma of mice expressing

the WT apoA-I (Figure 6B), as well as those expressing the
apoA-I[∆(232-243)] or the apoA-I[E191A/H193A/K195A]
mutants (data not shown). Figure 6F,I shows the overlapping
of Figures 6D,E and Figures 6G,H, respectively, to establish
the relative positions of the apoA-I- and apoE-containing
lipoprotein particles. These observations are consistent with
previous findings that showed increased apoE in the HDL
fraction of apoA-I-/- mice (25) and decreased apoE in the
HDL fraction of WT apoA-I overexpressing mice (26, 27).
The increase in apoE levels in mice expressing the apoA-
I[∆(185-243)] and apoA-I[∆(220-243)] carboxy-terminal
deletion mutants may explain the small number of spherical
HDL particles observed in the HDL fraction of these mice
as well as of apoA-I-/- mice (Figure 5B,C,F).

The formation or lack of formation of preâ- andR-HDL
in mice expressing the WT apoA-I or the apoA-I[∆(185-

FIGURE 4: SDS-PAGE analysis of density gradient ultracentrifugation fractions of plasma of apoA-I-/- mice expressing the WT or mutant
forms of apoA-I or the control protein GFP. Fractionation of plasma was performed as described in Experimental Procedures. The fractions
that were obtained from the plasma of mice expressing the WT apoA-I (A) or the carboxy-terminal mutants apoA-I[∆(185-243)] (B),
apoA-I[∆(220-243)] (C), apoA-I[∆(232-243)] (D), apoA-I[E191A/H193A/K195A] (E), or the control protein GFP (F) were subjected to
SDS-PAGE, and the protein bands were visualized by staining with Coomassie Briliant Blue. On the right side of panels A-F is shown
the CE/TC ratio from a pool of lipoprotein fractions that correspond to the HDL region (fractions 4-8). The fractions that were obtained
from the plasma of mice expressing the apoA-I[∆(185-243)] were further analyzed by SDS-PAGE and Western blotting using an anti-
human apoA-I antibody (G) as described in Experimental Procedures. The densities of the fractions are indicated on the top of the figure.
Panel H: Lipids and apoA-I concentrations from a pool of lipoprotein fractions that correspond to the HDL region (fractions 4-8) expressed
as mg/dL. TG, triglycerides; PL, phospholipids; TC, total cholesterol; %, percentage composition expressed relatively to the sum of TG,
PL, and TC values. PL/apoA-I is expressed as molar ratio.
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243)] mutant was evaluated by agarose gel electrophoresis
(Figure 6L). HDL was visualized either by Oil Red O neutral
lipid staining or Western blot analysis and detection with
an anti-human apoA-I polyclonal antibody. The expression
of WT apoA-I was associated withR-migrating and preâ-
migrating HDL bands that were detected by with neutral lipid
staining. These bands, indicated by an asterisk, corresponded
to the position of WT apoA-I as determined by immuno-
blotting (Figure 6L). Oil Red O-stained bands also appear
that migrated in the region between preâ- andR-HDL, which
did not correspond to an apoA-I immunoreactive band. The
apoA-I[∆(185-243)] mutant gave a band that had faster
electrophoretic mobility than preâ-HDL of WT apoA-I. This
band, indicated by an arrow, could be stained with Oil Red
O and corresponded to the position of apoA-I[∆(185-24)]
as determined by immunoblotting (Figure 6L). Another band
of faster electrophoretic mobility was detected by Oil Red
O staining which did not correspond to an apoA-I immu-
noreactive band. In addition, the purified apoA-I[∆(185-
243)] was not stained with Oil Red O and had a faster
electrophoretic mobility compared to the preâ band contain-
ing apoA-I[∆(185-243)] that was present in the plasma of
mice expressing this mutant and was stained by Oil Red O
(indicated by an arrow) (Figure 6L).

DISCUSSION

Role of Specific Domains and Residues of the Carboxy-
Terminal Region of apoA-I in the Biogenesis of HDL.
Previous in vitro studies showed that the carboxy-terminal

apoA-I deletions that remove the 220-231 region diminished
the ABCA1-mediated lipid efflux, whereas the carboxy-
terminal (232-243) deletion that retains the 220-231 region
does not affect the ABCA1-mediated lipid efflux (2).
Chemical cross-linking/immunoprecipitation studies showed
that the carboxy-terminal apoA-I deletions that remove the
220-231 region also had a diminished ability to be cross-
linked to ABCA1 (28).

In this and previous studies, we considered HDL biogen-
esis as a continuous pathway where apoA-I and various
participating proteins interact successively to form spherical
HDL particles that are biologically active. Prerequisite for
the biogenesis of HDL are functional interactions between
apoA-I and ABCA1 that promote efflux of cellular phos-
pholipids and cholesterol (2, 10, 11). Human patients or
animal models that lack apoA-I or ABCA1 or have defective
forms of ABCA1 fail to form HDL (11, 22, 29).

Studies in HeLa cells expressing an ABCA1 green
fluorescence fusion protein (30, 31) and in macrophages (32,
33) indicated that, following interaction at the cell surface,
the apoA-I/ABCA1 complex internalizes, interacts with
intracellular lipid pools, and is re-secreted as a lipidated
particle (32, 33). Following a similar pathway, apoA-I is
transcytosed through endothelial cells and is secreted from
the apical surface in a lipid-bound form (34).

Recent data indicate that ABCA1/apoA-I interactions in
the liver are essential for the initial lipidation of apoA-I and
also determine the subsequent maturation of nascent preâ-
HDL to sphericalR-HDL particles (35, 36). When hepatic

FIGURE 5: Electron microscopy pictures of the fractions corresponding to the HDL region obtained from the plasma of apoA-I-/- mice
expressing the WT or mutant forms of apoA-I or the control protein GFP. Following density gradient ultracentrifugation the fractions that
float to the HDL region obtained from the plasma of mice expressing the WT apoA-I (A) or the carboxy-terminal mutants apoA-I[∆-
(185-243)] (B), apoA-I[∆(220-243)] (C), apoA-I[∆(232-243)] (D), apoA-I[E191A/H193A/K195A] (E) or the control protein GFP (F)
were analyzed by EM. The densities of the fractions used are indicated on the bottom of each picture. The photomicrographs were taken
at 75000× magnification and enlarged 3 times. The fractions that float to the HDL from mice expressing the WT apoA-I or the carboxy-
terminal deletion mutants apoA-I[∆(185-243)], apoA-I[∆(220-243)], or the control protein GFP were also analyzed by SDS-PAGE and
Western blotting using an anti-mouse apoE antibody (G).
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ABCA1 is inactivated, preâ-HDL fails to mature toR-HDL
and is catabolized rapidly by the kidney, thus resulting in
low HDL levels (35, 36). Adenovirus-mediated gene transfer

of ABCA1 in total or liver-specific knockout mice for
ABCA1 restored the HDL cholesterol levels in the liver-
specific knockout mice but only partially in the total
knockout mice (37). The combined data indicate that the liver
is the major site for the initial lipidation of apoA-I, which
seems to be the rate-limiting step of HDL biogenesis and
the contribution of the peripheral tissues in this process
appears to be small. In addition, the ABCA1/apoA-I or
ABCA1/preâ-HDL interactions in the peripheral tissues
appear to enrich the initially lipidated particle with cholesterol
and increase its stability (35-37). However, the fact that
liver-specific inactivation of ABCA1 in mice reduces plasma
HDL to approximately 17% of the WT control suggests that
other proteins produced locally by the liver, such as LCAT,
may be crucial for the maturation of HDL (35, 36).

A fundamental question that remains is how lipid efflux
determined by in vitro assays is correlated to the biogenesis
of HDL. Previous adenovirus-mediated gene transfer studies
of apoA-I mutants to apoA-I-/- mice showed that a carboxy-
terminal deletion (220-243) resulted in low levels of HDL
cholesterol and formation of a small number of spherical
particles, but no further analysis of the nature of these
particles was made (19).

In the current study, we examined by adenovirus-mediated
gene transfer in apoA-I-/- mice the effect of previously
studied carboxy-terminal deletion mutant apoA-I[∆(220-
243)] along with the apoA-I[∆(185-243)] and apoA-
I[∆(232-243)] deletion mutants, as well as a mutant
containing substitutions of charged amino acids in the 188-
195 loop of apoA-I, on the biogenesis of HDL. Residues
His 193 and Lys 195 were shown by X-ray studies to interact
with the Cr-acac3 molecules that bridge the amino- and
carboxy-terminal regions of apoA-I and therefore support a
compact configuration of the two-domain structure of apoA-I
in the crystal (9). In addition, Glu 191 contributes to a patch
of charged residues on the surface of apoA-I that is close to
hydrophobic residues of the carboxy-terminal domain (9).
The objective was to identify critical domains or residues in
the carboxy-terminal segment of apoA-I that are required
for the biogenesis of HDL.

The initial parameters determined 4 days post-infection
were the plasma lipid levels and the lipid FPLC profile that
can initially identify putative defects in the biogenesis of
HDL, the distribution of HDL in preâ- and R-HDL sub-
populations and the formation of HDL by EM. Hepatic
apoA-I mRNA levels were also determined to ensure
comparable levels of expression of WT and mutant apoA-I
forms to interpret the observed phenotypes.

Using the above criteria, we have established that the two
carboxy-terminal deletion mutants apoA-I[∆(185-243)] and
apoA-I[∆(220-243)] that lack the 220-231 region had very
low total plasma cholesterol and phospholipid levels, which
were comparable to those of the control mice that express
the GFP protein and very low HDL levels. The near absence
of HDL was corroborated by the low plasma apoA-I levels
detected by turbidimetric immunoassay and by density
gradient ultracentrifugation analysis of plasma. Since the
hepatic apoA-I mRNA levels and the secretion of these
deletion apoA-I mutants from cells were normal, the present
findings suggest that the observed low HDL levels following
adenovirus infection is the result of fast clearance from
plasma. Previous studies showed that lipid-free apoA-I or

FIGURE 6: Two-dimensional gel electrophoresis analysis of plasma
of apoA-I-/- mice expressing the WT or mutant forms of apoA-I
or the control protein GFP and agarose gel electrophoresis analysis
of plasma of apoA-I-/- mice expressing the WT apoA-I or the
apoA-I[∆(185-243)] mutant and of purified apoA-I[∆(185-243)]
protein. The plasma of mice expressing the WT apoA-I (A, B) or
the control protein GFP (C) or the carboxy-terminal mutants apoA-
I[∆(185-243)] (D-F), apoA-I[∆(220-243)] (G-I), apoA-I[∆-
(232-243)] (J), apoA-I[E191A/H193A/K195A] (K) were analyzed
by two-dimensional gel electrophoresis and Western blotting using
anti-human apoA-I antibody (A, D, G, J, K) or anti-mouse apoE
antibody (B, C, E, H), as described in Experimental Procedures.
Panels F and I show the overlapping of panels D, E and G, H,
respectively. Panel L: The plasma of mice expressing the WT
apoA-I or the carboxy-terminal mutant apoA-I[∆(185-243)] and
purified apoA-I[∆(185-243)] protein were analyzed by 0.7%
agarose gel electrophoresis followed by Oil Red O neutral lipid
staining or Western blotting using a goat polyclonal anti-human
apoA-I antibody as described in Experimental Procedures. The
asterisks indicate preâ- andR-HDL that contain WT apoA-I. The
apoA-I[∆(185-243)] mutant formed particles with faster electro-
phoretic mobility than the preâ-HDL of WT apoA-I as demonstrated
by Western blot analysis, which accumulated significant levels of
neutral lipid (bands indicated by arrow).
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partially lipidated apoA-I forms can be catabolized rapidly
in the kidney by the cubulin receptor or other mechanisms
(35, 38, 39).

The Carboxy-Terminal apoA-I Mutants that Lack the 220-
231 Region Fail to formR-HDL But They Can Form preâ-
HDL Particles by an ABCA1-Independent Mechanism.Two
additional important parameters, used to assess biogenesis
of HDL particles, were the formation of HDL particles as
determined by EM and the distribution of HDL in preâ- and
R-HDL subpopulations as determined by two-dimensional
gel electrophoresis. The EM analysis showed that mutants
that lack the 220-231 region fail to promote formation of
spherical HDL particles. The small number of spherical HDL
particles observed in the plasma of mice expressing the two
mutants that lack the 220-231 region or GFP most likely
represent apoE-containing HDL particles.

The two-dimensional gel electrophoresis of plasma showed
that expression of apoA-I[∆(185-243)] promoted the forma-
tion of preâ-HDL particles but notR-HDL particles. The
apoA-I[∆(220-243)] mutant promoted predominantly the
formation of preâ-HDL particles and a fewR-HDL particles.
The preponderance of preâ-HDL particles in the plasma of
mice expressing the two carboxy-terminal mutants that lack
the 220-231 region can also explain the low levels of plasma
HDL.

The observed phenotypes of the carboxy-terminal mutants
that lack the 220-231 region combined with their inability
to promote lipid efflux and to cross-link to ABCA1 (2, 28)
suggest a blockage of the first step in the biogenesis of HDL,
which involves functional interactions between apoA-I and
ABCA1. Such interactions are necessary for the correct
lipidation of apoA-I and the formation of HDL.

The lack of HDL formation may reflect inability of apoA-I
to associate with ABCA1 (28), as well as inability to
associate with lipids (3), or both. A recent study of refolding
of apoA-I during transition from 5-0.45 M guanidine HCl
using stopped flow circular dichroism showed that deletion
of the 186-243 carboxy-terminal segment of apoA-I in-
creases the free energy required for the transition from the
native state to a partially unfolded intermediate state (40). It
has been proposed that association of apoA-I with lipids
requires partial unfolding of apoA-I (40-42). Thus, the
observed change in the free energy required for the transition
from the native state to the partially unfolded intermediate
state of apoA-I[∆(186-243)] may affect the association of
apoA-I with lipids and possibly its interactions with ABCA1
that lead to lipid efflux and promote the formation of HDL
(40).

In contrast to the properties of the carboxy-terminal
deletion mutants that lack the 220-231 region, mice
expressing the apoA-I[∆(232-243)] that retains the 220-
231 region and the point mutant apoA-I[E191A/H193A/
K195A] had normal HDL levels. The EM and two-
dimensional gel electrophoresis analysis showed formation
of spherical HDL and normal preâ- and R-HDL subpopu-
lations. The overall phenotype of mice expressing these
mutants was similar to this observed in mice expressing the
WT apoA-I. The ability of the apoA-I[∆(232-243)] and
apoA-I[E191A/H193A/K195A] mutants to promote forma-
tion of normal HDL particles is consistent with their ability
to promote normal ABCA1-mediated lipid efflux in vitro.

Although more rigorous studies may be required to assess
the importance of charged residues of the carboxy-terminal
region in the biogenesis of HDL, the current findings indicate
that charged amino acids Glu191, His193, and Lys195 are
not involved in ABCA1/apoA-I interactions or interactions
of the carboxy- and amino-terminal domains of apoA-I that
are important for the biogenesis of HDL. Previous studies
also showed that substitutions of charged amino acids
Glu234, Glu235, Lys238, and Lys239 by Ala did not affect
the biogenesis of HDL (19), whereas alteration of hydro-
phobic residues in the 211-229 region of apoA-I prevented
the maturation of HDL and led to the accumulation of
discoidal HDL particles (19).

The Amino-Terminal 1-184 and 1-219 Region of apoA-I
Can Promote Formation of preâ-HDL Particles in an
ABCA1-Independent Process.Numerous studies have shown
that preâ-HDL particles can be formed de novo by an
ABCA1-dependent process that leads to the formation of
HDL (35-37, 43-47). In addition, processes catalyzed by
hepatic lipase, cholesterol ester transfer protein, and phos-
pholipid transfer protein can generate preâ-HDL from
R-HDL particles (48-52). Furthermore, deficiency of apoM
inhibits the formation of preâ-HDL (53, 54). Previous studies
also showed that the plasma of humans with Tangier disease
(11, 55) and of ABCA1-/- mice (24) contains preâ-HDL
but lacks R-HDL particles. In the ABCA1-/- mice, the
composition of HDL is abnormal and has an increased PL/
apoA-I ratio (24). In addition, inhibition of ABCA1 in
HepG2 cells and macrophage cultures by glyburide inhibited
the formation ofR-HDL particles but did not affect the
formation of preâ-HDL particles (56). All these findings
indicate that some types of preâ-HDL particles can be formed
independently of apoA-I/ABCA1 interactions.

Similarly, in this study we show an abnormal PL/apoA-I
ratio of the HDL fraction obtained by FPLC or density
gradient ultracentrifugation in mice expressing the apoA-
I[∆(185-243)] and apoA-I[∆(220-243)] mutants. Further-
more, the electrophoretic mobility of the lipid-free apoA-
I[∆(185-243)] is different from that of the lipidated particles
formed in mice expressing this carboxy-terminal mutant.

Overall, our studies establish that the 220-231 region of
apoA-I is required for functional interactions between apoA-I
and ABCA1 that are necessary for the biogenesis ofR-HDL
particles and the amino-terminal domain that lacks the 220-
231 region can form preâ-HDL particles in an ABCA1-
independent process.
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