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SUMMARY

H i g h  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  i n c r e a s i n g l y  a t t r a c t s  t h e  

a t t e n t i o n  o f  i n v e s t i g a t o r s  w o r k i n g  i n  t h e  a t h e r o s c l e r o s i s  

f i e l d  d u e  t o  t h e  r e p o r t e d  n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n  f o u n d  

b e t w e e n  i t s  p l a s m a  l e v e l s  a n d  t h e  i n c i d e n c e  o f  i s c h a e m i c  

h e a r t  d i s e a s e .  H o w e v e r ,  t h e  p r e s e n t  c l a s s i f i c a t i o n  o f  

HDL d e p e n d s  o n  t h e  f l o t a t i o n  p r o p e r t i e s  o f  i t s  s u b ­

t r a c t i o n s ,  b u t  s u c h  f r a c t i o n s  may n o t  r e p r e s e n t  d i s t i n c t  

b i o l o g i c a l  e n t i t i e s .  T h i s  p r o j e c t  s e t s  o u t  t o  s u b ­

t r a c t  i o n a t e  HDL a c c o r d i n g  t o  i t s  a p o p r o t e i n  c o n t e n t  

r a t h e r  t h a n  i t s  f l o t a t i o n  d e n s i t y ,  a n d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  

m e t a b o l i s m  o f  t h e s e  s u b t r a c t i o n s  u n d e r  a  v a r i e t y  o f  

c o n d i t i o n s .  M o r e o v e r ,  t h e  e f f e c t s  o f  t w o  h y p o l  i p  i d  a e m i c  

d r u g s  o n  HDL m e t a b o l i s m  a r e  s t u d i e d  i n  a  g r o u p  o f  

h y p e r t r i g l y c e r i d a e m i c  p a t i e n t s .  HDL i s  p r e p a r e d  f r o m  

n o r m o l i p i d a e m i c  f e m a l e s  a n d  s u b t r a c t  i o n  a  t e d  b y  m e a n s  o f  

i m m u n o a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y .  T h e  p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  

p r o p e r t i e s  o f  t h e  i s o l a t e d  s u b f r a c t i o n s  a r e  s t u d i e d  a n d  

t h r e e  m e t h o d s  f o r  t h e i r  q u a n t i t a t i o n  p r e s e n t e d .  T h e  

d i s t r i b u t i o n  o f  t h e s e  s u b t r a c t i o n s  i n  p l a s m a  a n d  i n  HDL 

d e n s i t y  s u b c l a s s e s  i s  s t u d i e d  i n  t h e  n o r m a l  s t a t e ,  d u r i n g  

n i c o t i n i c  a c i d  a n d  p r o b u c o l  t h e r a p y .  M a t h e m a t i c a l  

a n a l y s i s  o f  t h e  t r a c e r  d e c a y  d a t a  i s  a l s o  d i s c u s s e d .  T h e  

r e s u l t s  o f  t h e s e  s t u d i e s  a r e  s u m m a r i s e d  a s  f o l l o w s  :
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1 . HDL c a n  b e  s u b f r a c t i o n a t e d  i n t o  t w o  m e t a -  

b o l i c a l l y  d i s t i n c t  t y p e s  o f  p a r t i c l e s ,  i . e . ,  t h o s e  

c o n t a i n i n g  p r i m a r i l y  a p o - A I  w i t h o u t  a p o - A I I  a n d  t h o s e  

w i t h  b o t h  a p o p r o t e i n s .  B o t h  s p e c i e s  a r e  d e t e c t a b l e  a n d  

h a v e  b e e n  q u a n t i f i e d  i n  f r e s h  p l a s m a  a n d  i n  HDL d e n s i t y  

s u b c l a s s e s .  I t  i s  f o u n d  t h a t  HDL2 f r o m  n o r m a l  y o u n g  

f e m a l e s  c o n t a i n  a  h i g h e r  p r o p o r t i o n  o f  t h e  ( A I ) HDL 

p a r t i c l e s  ( 7 1 % )  t h a n  HDL3 ' ( 4 3 % ) .  M o r e o v e r ,  i t  i s  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  m i n i m a l  e x c h a n g e  o f  A a p o p r o t e i n s  s e e m s  

t o  o c c u r  b e t v r e e n  t h e  t w o  t y p e s  o f  p a r t i c l e s .

2 ,  T h e  k i n e t i c  b e h a v i o u r  o f  ( A I ) HDL i s ,  g e n e r a l l y ,  

s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t o t a l  HDL, On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e i r  

a p o p r o t e i n s  s h ow  i n c o n s i s t e n t  d e v i a t i o n s  i n  t h e  l o c a t i o n s  

o f  t h e i r  c a t a b o l i s m .  E v i d e n c e  f o r  i n t r a v a s c u l a r  a n d  

e x t r a v a s c u l a r  s i t e  o f  c a t a b o l i s m  i s  d i s c u s s e d .

3 ,  N i c o t i n i c  a c i d  i s  s h o w n  t o  h a v e  a  r e c i p r o c a l  

e f f e c t  o n  (AI )HDL a n d  ( A I / A I I ) HDL, I t  r a i s e d  t h e  p l a s m a  

l e v e l s  o f  t h e  f o r m e r  b y  20% ( p < 0 , 0 5 )  a n d  l o w e r e d  t h o s e  o f  

t h e  l a t t e r  b y  1 9 . 5 %  ( p < 0 . 0 5 ) ,  A s i m i l a r  e f f e c t  w a s  

o b s e r v e d  o n  HDL2 a n d  HDL3 c o n c e n t r a t i o n s .  T h e  f o r m e r  

r o s e  b y  45% ( p < 0 . 0 1 )  a n d  t h e  l a t t e r  f e l l  b y  28% ( p < 0 , 0 1 )  

d u r i n g  t r e a t m e n t  w i t h  t h e  d r u g .  The  r i s e  i n  t h e  f o r m e r  

w a s  a t t r i b u t a b l e  i n  i t s  e n t i r e t y  t o  a n  i n c r e a s e  o f  i t s  

( A I ) HDL c o n t e n t  ( 20%,  p < 0 , 0 1 ) .

4 ,  P r o b u c o l ,  u n l i k e  n i c o t i n i c  a c i d ,  l o w e r s  t h e  

p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  o f  ( A I ) H D L  b y  22% ( p < 0 , 0 1  ) a n d  o f  

HDL2 b y  58% ( p < 0 . 0 5 )  b u t  i t  h a s  no  c o n s i s t e n t  e f f e c t  o n  

e i t h e r  ( A I / A I I ) H D L  o r  HDL3 . T h e  d r o p  i n  HDL2 l e v e l  i s
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m a i n l y  a  r e s u l t  o f  a  r e d u c t i o n  i n  i t s  ( AI )HDL c o n t e n t .  

I n  h y p e r t r i g l y c e r i d a e m i a  t h e  d r u g  r e d u c e d  t h e  p l a s m a  

l e v e l s  o f  a p o - A I ,  a p o - A I I  a n d  HDL. T h e  d e c r e a s e  i n  t h e  

l a t t e r  i s  d u e  m a i n l y  t o  a  f a l l  i n  t h e  HDL3 l e v e l .  T h i s  

w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  p l a s m a  l e v e l  o f  

a p o - A I I  d u e  t o  a  f a l l  i n  i t s  r a t e  o f  s y n t h e s i s .  M o r e ­

o v e r ,  t h e  t r e a t m e n t  w i t h  t h e  d r u g  a f f e c t e d  t h e  c o m p o s i ­

t i o n  o f  HDL w h e r e  i t s  c h o l e s t e r o l  c o n t e n t  w a s  d e c r e a s e d  

w i t h  a  c o n c o m i t a n t  i n c r e a s e  i n  t h e  p r o t e i n  c o n t e n t ,

5 ,  B e z a f i b r a t e  s h o w s  l i t t l e  i n f l u e n c e  o n  HDL 

m e t a b o l i s m .

6 , E x a m i n a t i o n  o f  t h r e e  m a t h e m a t i c a l  a p p r o a c h e s  

f o r  t r a c e r  d a t a  a n a l y s i s ,  i . e . ,  c u r v e  p e e l i n g  ( M a t t h e w s ) ,  

m u l t i c o m p a r t m e n t a l  ( B e r m a n )  a n d  g r a p h i c a l  i n t e g r a t i o n  

( N o s s l i n )  m e t h o d s ,  s h o w e d  t h a t  t h e  s a m e  v a l u e  o f  t h e  

t o t a l  f r a c t i o n a l  c a t a b o l i c  r a t e  o f  HDL c a n  b e  o b t a i n e d  b y  

a n y  o f  t h e s e  p r o c e d u r e s .  I n  a d d i t i o n ,  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  

e x t r a v a s c u l a r  c a t a b o l i c  r a t e  c a n  b e  d o n e  b y  t h e  l a s t  t wo  

m e t h o d s  w h i c h  p r o d u c e d  s i m i l a r  r e s u l t s .
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SECTION 1 : INTRODUCTION



1 .

T h e  f o l l o w i n g  i n t r o d u c t i o n  p r o v i d e s  a  b a c k g r o u n d  t o  

t h e  s t r u c t u r e ,  f u n c t i o n  a n d  m e t a b o l i s m  o f  h i g h  d e n s i t y  

l i p o p r o t e i n s  ( H D L ) .

I n i t i a l l y  c o n s i d e r a t i o n  i s  g i v e n  t o  t h e  e p i d e m i o l o g y  

o f  HDL ( e s p e c i a l l y  w i t h  r e g a r d  t o  i t s  r e a d i l y  m e a s u r e d  

c h o l e s t e r o l  c o m p o n e n t )  s i n c e  i t  i s  f r o m  t h e  f i n d i n g s  i n  

t h i s  f i e l d  t h a t  m u c h  o f  t h e  c u r r e n t  i n t e r e s t  i n  t h e  

l i p o p r o t e i n  s p r a n g .  H o w e v e r ,  a n y  d e t a i l e d  i n v e s t i g a t i o n  

o f  HDL m u s t  t a k e  i n t o  a c c o u n t  i t s  u n i q u e  s t r u c t u r a l  a n d  

p h y s i c o - c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  a n d  t h e s e  a r e  p r e s e n t e d  i n  

s o me  d e p t h  i n  l a t e r  s e c t i o n s  t o  b e  f o l l o w e d  b y  a  d i s ­

c u s s i o n  o f  w h a t  i s  k n o w n  o f  t h e  m e t a b o l i s m  o f  t h i s  

i m p o r t a n t  l i p o p r o t e i n .

1 . 1  C h o l e s t e r o l  i n  Human P l a s m a ;

C h o l e s t e r o l  i n  p l a s m a  i s  n o t  f o u n d  i n  a  f r e e  f o r m  

b u t  i t  i s  t r a n s p o r t e d  b y  l i p i d - p r o t e i n  c o m p l e x e s  k nown  a s  

l i p o p r o t e i n s .  T h e s e  a r e  c l a s s i f i e d  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  

f l o t a t i o n  p r o p e r t i e s  i n t o  f o u r  m a i n  d e n s i t y  f r a c t i o n s :  

c h y l o m i c r o n s  d < 0 . 9 5  k g / 1 ,  v e r y  l o w  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  

(VLDL)  d 0 . 9 5 - 1 . 0 0 6  k g / 1 ,  l o w  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  (LDL) 

d  1 . 0 0 6 - 1 . 0 6 3  k g / 1  a n d  h i g h  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  (HDL)  d 

1 . 0 6 3 - 1 . 2 1 0  k g / 1 .

I n  p l a s m a  f r o m  h e a l t h y  f a s t i n g  a d u l t s  a  l a r g e  

p r o p o r t i o n  o f  t h e  c h o l e s t e r o l  ( a b o u t  60%)  i s  c a r r i e d  b y  

LDL m a i n l y  i n  t h e  f o r m  o f  c h o l e s t e r y l  e s t e r ;  l i t t l e  

c h o l e s t e r o l  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  VLDL a n d  t h e  r e s t ,  s o m e

0 . 9 - 1 . 8  m m o l / 1 ,  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  HDL.
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T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  c h o l e s t e r o l  a m o n g  t h e  

l i p o p r o t e i n  c l a s s e s  i s  n o t  c o n s t a n t ,  e v e n  i n  n o r m a l  

s u b j e c t s ,  b u t  v a r i e s  w i t h  a g e  a n d  s e x  ( F i g .  1 ) .  T h e  

L D L - c h o l e s t e r o l  l e v e l  s h o w s  a s l i g h t  d e c r e a s e  i n  c h i l d ­

h o o d  , b u t  a t  a d o l e s c e n c e  i t  t e n d s  t o  r i s e  i n  b o t h  s e x e s  

a n d  c o n t i n u e s  t o  d o  s o  u p  t o  t h e  a g e  o f  60  w h e n  i t  

d e c l i n e s  a g a i n .  H D L - c h o l e s t e r o l  i s  s i m i l a r  i n  b o t h  s e x e s  

d u r i n g  c h i l d h o o d ;  i n  f e m a l e s  i t  r e m a i n s  c o n s t a n t  u p  t o  

t h e  a g e  o f  25 a n d  t h e r e a f t e r  r i s e s  g r a d u a l l y  t o  a  p e a k  a t  

60 y e a r s .  I n  m a l e s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  H D L - c h o l e s t e r o l  

i n  t h e  p l a s m a  d r o p s  s h a r p l y  f o l l o w i n g  p u b e r t y  a n d  r e m a i n s  

c o n s t a n t  a n d  l o w e r  t h a n  t h e  f e m a l e  v a l u e  up  t o  t h e  a g e  o f  

50 w h e r e  i t  r i s e s  a g a i n .

V L D L - c h o l e s t e r o l  t e n d s  t o  r i s e  g r a d u a l l y  i n  b o t h  

s e x e s  up  t o  t h e  s i x t h  d e c a d e  t h e n  d r o p s  s l i g h t l y  a f t e r ­

w a r d s  ( 1 ) .

1 . 2  E p i d e m i o l o g y  o f  HDL C h o l e s t e r o l

1 . 2 . 1 :  P l a s m a  t o t a l  c h o l e s t e r o l  h a s  b e e n  a c c e p t e d

f o r  m a n y  y e a r s  a s  a  r i s k  f a c t o r  o f  i s c h a e m i c  h e a r t  

d i s e a s e  ( I H D ) ,  b u t  now i t  i s  t h o u g h t  t o  b e  l e s s  p r e d i c t ­

i v e  t h a n  L D L -  o r  H D L - c h o l e s t e r o l  ( T a b l e  1) ( 2 , 3 ) .  T h e  

f o r m e r  ( L D L - c h o l e s t e r o l )  s h o w s  a  s t r o n g  p o s i t i v e  c o r r e l a ­

t i o n  w i t h  t h e  i n c i d e n c e  o f  IHD i n  t h e  a g e  g r o u p  2 0 - 5 0  

y e a r s  ( 4 ) ,  b u t  i t s  p r e d i c t i v e  c a p a b i l i t i e s  b e c o m e  l e s s  i n  

p e o p l e  b e y o n d  t h i s  a g e  s i n c e  L D L - c h o l e s t e r o l  l e v e l s  

p l a t e a u  a n d  t h e n  d e c l i n e  a f t e r  t h e  f i f t h  d e c a d e .

Among t h e  v a r i o u s  l i p i d  r i s k  f a c t o r s  e x a m i n e d  by  t h e  

e x t e n s i v e  F r a m i n g h a m  s t u d y  ( 2 ) ,  H D L - c h o l e s t e r o l  w a s  f o u n d  

t o  h a v e  t h e  s t r o n g e s t  r e l a t i o n s h i p  t o  IHD.  T h i s  e p i d e m i -
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Figure 1. Plasma LDL-, HDL- an d  VLDL-cholesterol leve ls .

D at a  der ived from t h e  Lipid R e s e a r c h  C l in i c s  P ro gr a m  (1) .



T a b l e  1; IHD p r e d i c t i o n  f r o m  p l a s m a  l i p i d s  

t h e  F r a m i n g h a m  s t u d y .
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T o t a l - c h o l e s t e r o l

L D L - c h o l e s t e r o l

H D L - c h o l e s t e r o l

0 . 5 1  

1 . 9 8  

4 . 3 9 ^  

1 4 . 0 3 ^

9 . 5 2 ^

2 . 2 6

4 . 5 4 b

2 1 . 2 1 ^

a .  p < 0 . 0 5
b .  p < 0 . 0 1

c . p < 0 . 0 0 1

T h i s  t a b l e  c o m p a r e s  t h e  l i p i d s  p r e d i c t i v e  c a p a b i l i t i e s  o f  

IHD i n  t e r m s  o f  t h e i r  l i k e l i h o o d  r a t i o s .  I t  i s  c l e a r  

t h a t  H D L - c h o l e s t e r o l  i s  m o r e  p r e d i c t i v e  t h a n  e i t h e r  

LDL- o r  t o t a l  c h o l e s t e r o l .
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o l o g i c a l  s t u d y  s h o w e d  t h a t  t h e r e  e x i s t s  a  s t r o n g  n e g a t i v e  

c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  c h o l e s t e r o l  c o n t a i n e d  i n  t h i s  

l i p o p r o t e i n  f r a c t i o n  a n d  IHD w h i c h  h a s  g e n e r a t e d  mu c h  

i n t e r e s t  i n  t h e  s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n  o f  HDL i n  r e c e n t  

y e a r s .  T h e  F r a m i n g h a m  p o p u l a t i o n  was  a g e d  50 a n d  o v e r  a t  

t h e  t i m e  o f  r e c r u i t m e n t  a n d  ma y  n o t  t h e r e f o r e  b e  r e p r e ­

s e n t a t i v e  o f  t h e  p o p u l a t i o n  a t  l a r g e .  S u b s e q u e n t l y ,  

h o w e v e r ,  H D L - c h o l e s t e r o l  h a s  b e e n  f o u n d  i n  o t h e r  i n v e s t i ­

g a t i o n s  t o  b e  a  n e g a t i v e  r i s k  f a c t o r  f o r  IHD a t  a l l  a g e s  

i n  b o t h  s e x e s  ( 2 , 3 , 5 )  a n d  i n  d i f f e r e n t  r a c e s  ( 2 , 3 , 5 , 6 , 7 ) .  

T h e  h i g h  i n d e p e n d e n t  p r e d i c t i v e  v a l u e  o f  H D L - c h o l e s t e r o l  

c o n c e n t r a t i o n s  f o r  c l i n i c a l  IHD w a s  f u r t h e r  e x e m p l i f i e d  

b y  r e s u l t s  f r o m  t h e  T r ^ m s ü  a n d  F r a m i n g h a m  ( 2 )  s t u d i e s .  

T h e  f i r s t  w a s  r e t r o s p e c t i v e  a n d  s h o w e d  t h a t  p e r s o n s  w ho  

d e v e l o p e d  c l i n i c a l  IHD d u r i n g  t h e  t w o  y e a r s  o f  t h e  t r i a l  

h a d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  H D L - c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n s  

t h a n  t h e  m a t c h e d  c o n t r o l  s u b j e c t s  who  r e m a i n e d  f r e e  o f  

c l i n i c a l l y  m a n i f e s t  d i s e a s e .  T h e  p r o s p e c t i v e ,  l o n g  t e r m  

F r a m i n g h a m  s t u d y  e s t a b l i s h e d  t h a t ,  i n  p e r s o n s  w h o  h a d  

i n i t i a l l y  b e e n  f r e e  o f  c l i n i c a l  IHD,  t h e  i n c i d e n c e  o f  IHD 

w a s  i n c r e a s e d  i n  t h o s e  w i t h  l o w e r  H D L - c h o l e s t e r o l  

c o n c e n t r a t i o n s .  S u p p o r t i v e  e v i d e n c e  h a s  a l s o  b e e n  

g a t h e r e d  i n  t w o  o t h e r  s t u d i e s  ( 5 , 8 )  w h i c h  e s t a b l i s h e d  

t h a t  p a t i e n t s  w i t h  c l i n i c a l l y  m a n i f e s t  IHD t e n d  t o  h a v e  

l o w  H D L - c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n s  i n d e p e n d e n t l y  o f  o t h e r  

l i p o p r o t e i n s ;  a n d  i n  a d d i t i o n  t h e  p r e s e n c e  o f  a t h e r o ­

s c l e r o t i c  l e s i o n s  i n  t h e  c e r e b r a l  ( 9 , 1 0 , 1 1 )  a n d  f e m o r a l  

( 1 2 ) v e s s e l s  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  l o w  

H D L - c h o l e s t e r o l  l e v e l s .
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A n g i o g r a p h i e  s t u d i e s  ( 1 3 , 1 5 )  h a v e  p r o v i d e d  e v i d e n c e  

t h a t  t h e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  H D L - c h o l e s t e r o l  c o n c e n ­

t r a t i o n s  a n d  c o r o n a r y  r i s k  r e f l e c t s  a n  u n d e r l y i n g  

r e l a t i o n s h i p  t o  c o r o n a r y  a t h e r o s c l e r o s i s .  I t  h a s  b e e n  

f o u n d  t h a t  s i g n i f i c a n t l y  l o w  l e v e l s  o f  H D L - c h o l e s t e r o l  

w e r e  a s s o c i a t e d  w i t h  h i g h  c o r o n a r y  a t h e r o s c l e r o s i s  s c o r e s  

w h i c h  r e f l e c t  t h e  n u m b e r  a n d  s e v e r i t y  o f  l e s i o n s  i n  m a j o r  

c o r o n a r y  a r t e r i e s .

I n  a d d i t i o n  a  s t r o n g  n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n  e x i s t s  

b e t w e e n  H D L - c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t h e  w h o l e  b o d y  

c h o l e s t e r o l  p o o l ,  w h e r e a s  n o  c o r r e l a t i o n  w a s  o b s e r v e d  

b e t w e e n  b o d y  c h o l e s t e r o l  a n d  t o t a l  p l a s m a  c h o l e s t e r o l ,  

t r i g l y c e r i d e ,  VLDL-  o r  L D L - c h o l e s t e r o l  ( 1 6 , 1 7 ) .

F r o m  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  e v i d e n c e  i t  i s  c l e a r  t h a t  

HDL c a n  b e  c o n s i d e r e d  a s  a n  a n t i a t h e r o g e n i c  f a c t o r .  

H o w e v e r ,  i t  m u s t  b e  b o r n e  i n  m i n d  t h a t  i t  i n  i s o l a t i o n  

d o e s  n o t  g i v e  t h e  w h o l e  p i c t u r e  s i n c e  s u b j e c t s  w i t h  

e x t r e m e l y  l o w  l e v e l s  o f  H D L - c h o l e s t e r o l  a r e  n o t  p r o n e  t o  

a t h e r o s c l e r o s i s  w h e n  t h e y  a l s o  h a v e  l o w  L D L - c h o l e s t e r o l  

c o n c e n t r a t i o n s .

1 . 2 . 2 ;  F a c t o r s  a s s o c i a t e d  w i t h  l o w  H D L - c h o l e s t e r o l  

l e v e l s  :

o t h e r  IHD r i s k  f a c t o r s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  

a s s o c i a t e d  w i t h  r e d u c e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  H D L - c h o l e s t e r o l  

( T a b l e  2 ) .  Among t h e s e  a r e  t h e  f o l l o w i n g :



T a b l e  2 ;  H D L - c h o l e s t e r o l  a nd  r i s k  f a c t o r s

H D L - c h o l e s t e r o l  -
F a c t o r P e r c e n t a g e  o f  n o r m a l  v a l u e

N o r m a l 1 0 0 %

PH h e t e r o z y g o t e 84%

PH h o m o z y g o t e 60%

H y p e r t r i g l y c e r i d a e m i a 65%
( t y p e  IV)

C i g a r e t t e  s m o k i n g 8 6 %

O b e s i t y 8 6 %

P h y s i c a l  i n a c t i v i t y 93%

D i a b e t e s 89%
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1.  H y p e r - L D L - c h o l e s t e r o l a e m i a ;

An i n v e r s e  c o r r e l a t i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b e t w e e n  

L D L - c h o l e s t e r o l  a n d  H D L - c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n s  i n  

b o t h  m e n  a n d  w o m e n  ( 7 , 1 6 , 1 8 , 1 9 ) ,  P a t i e n t s  w i t h  p r i m a r y  

t y p e  I I  h y p e r 1 i p o p r o t e i n a e m i a , e s p e c i a l l y  h o m o z y g o u s  

f a m i l i a l  h y p e r c h o l e s t e r o l a e m i a , t e n d  t o  h a v e  l o w e r  

H D L - c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n s  t h a n  h e a l t h y  c o n t r o l s  

( 1 6 , 2 0 , 2 1 ) .

2 .  H y p e r t r i g l y c e r i d a e m i a ;

T h e  r i s k  o f  d e v e l o p i n g  IHD h a s  b e e n  f o u n d  t o  r i s e  a s  

t h e  f a s t i n g  p l a s m a  t r i g l y c e r i d e  c o n c e n t r a t i o n  i n c r e a s e s  

( 7 , 2 0 , 2 2 ) ;  m o r e o v e r ,  a  n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  

H D L - c h o l e s t e r o l  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h i s  s t e r o l  i n  

VLDL ( t h e  m a i n  c a r r i e r  o f  t r i g l y c e r i d e  i n  f a s t i n g  n o r m a l  

p l a s m a )  h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( 1 8 , 2 3 - 2 5 )  e s p e c i a l l y  i n  t y p e s  

I V -  ( 2 3 , 2 6 )  a n d  V - h y p e r l i p o p r o t e i n a e m i a  ( 2 3 ) .  I n  f a c t  i t  

h a s  b e e n  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  r i s k  f a c t o r  s t a t u s  o f  

t r i g l y c e r i d e  ma y  b e  d u e  t o  i t s  a s s o c i a t i o n  w i t h  l o w  

H D L - c h o l e s t e r o l  l e v e l s .

3 .  T o b a c c o  s m o k i n g :

A s t r o n g  n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n  h a s  b e e n  f o u n d  b e t w e e n  

H D L - c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  t h e  a m o u n t  o f  t o b a c c o  

s m o k e d  ( 3 , 7 , 1 8 , 2 7 ) .  S m o k i n g  o f  40 c i g a r e t t e s  d a i l y  

l o w e r s  t h e  H D L - c h o l e s t e r o l  up  t o  16%.  T h i s  i s  r e v e r s e d  

i f  t h e  s u b j e c t  a b s t a i n s  ( 3 ) .
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4 .  O t h e r  r i s k  f a c t o r s :

S i m i l a r l y ,  l o w  l e v e l s  o f  H D L - c h o l e s t e r o l  h a v e  b e e n  

r e p o r t e d  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  o b e s i t y  ( 2 , 3 , 1 8 , 2 7 )  d i a b e t e s  

m e l l i t u s  ( 2 , 2 8 ) ,  h i g h  b l o o d  p r e s s u r e  ( 7 )  a n d  p h y s i c a l  

i n a c t i v i t y  ( 2 3 ) .  M a l e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  h a v e  l o w e r  

H D L - - c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n s  t h a n  f e m a l e s  o f  t h e  s a m e  

a g e  g r o u p  ( 2 0 , 2 9 ) .

5 .  F a m i l y  h i s t o r y  o f  lov/  H D L - c h o l e s t e r o l :

T h e  s t u d y  o f  t h e  p r e d i c t i v e  p o w e r  o f  H D L - c h o l e s t e r o l  

f o r  f u t u r e  ÏHD h a s  b e e n  e x t e n d e d  t o  i n v e s t i g a t e  i t s  

c o n c e n t r a t i o n  i n  f i r s t  d e g r e e  r e l a t i v e s  o f  p a t i e n t s  w i t h  

I H D .  S i g n i f i c a n t l y  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  HDL-

c h o l e s t e r o l  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  a s y m p t o m a t i c  f i r s t  d e g r e e  

r e l a t i v e s  o f  p a t i e n t s  w i t h  IHD ( 3 0 , 3 1 ) ,  w h i c h  ma y  

e x p l a i n ,  i n  p a r t ,  t h e  w e l l  known f a c t  t h a t  IHD a p p e a r s  t o  

c l u s t e r  i n  f a m i l i e s .

T h e  i n v e r s e  r e l a t i o n  o f  H D L - c h o l e s t e r o l  c o n c e n ­

t r a t i o n  a n d  r i s k  f a c t o r s  c a n  b e  e x p r e s s e d  m o r e  s t r o n g l y  

w h e n  a  c u m u l a t i v e  r i s k  f a c t o r  r a t i n g  i s  e s t a b l i s h e d  f o r  

e a c h  s u b j e c t .  T h i s  r a t i n g  h a s  b e e n  c a l c u l a t e d  ( 3 )  b a s e d  

o n  r e l a t i v e  w e i g h t ,  d i a s t o l i c  b l o o d  p r e s s u r e ,  c i g a r e t t e  

s m o k i n g ,  t o t a l  c h o l e s t e r o l  a n d  e x e r c i s e .  A s c o r e  o f  0 ,  1 

o r  2 i s  a l l o c a t e d  f o r  e a c h  o f  t h e s e  p a r a m e t e r s ,  a n d  t h e  

sum o f  t h e s e  i n d i v i d u a l  s c o r e s  i s  t a k e n  a s  t h e  c u m u l a t i v e  

r a t i n g .  A h i g h l y  s i g n i f i c a n t  i n v e r s e  r e l a t i o n  i s  f o u n d  

b e t w e e n  t h e  d e c r e a s e  i n  H D L - c h o l e s t e r o l  l e v e l  a n d  t h e  

i n c r e a s e  i n  r i s k  s c o r e .
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6 . G e n e t i c  f a c t o r s ;

Many g e n e t i c  d i s o r d e r s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  h a v e  a n  

e f f e c t  o n  H D L - m e t a b o l i s m  a n d ,  c o n s e q u e n t l y ,  t h e y  a r e  

a s s o c i a t e d  w i t h  l o w  l e v e l s  o f  H D L - c h o l e s t e r o l .  T h e s e  

a r e  :

a )  T a n g i e r  d i s e a s e :  I n  t h i s  d i s o r d e r  t h e r e  i s  a

n e a r  a b s e n c e  o f  n o r m a l  HDL f r o m  p l a s m a  a n d  a n  

a c c u m u l a t i o n  o f  c h o i e s t e r y l  e s t e r  i n  m a n y  

t i s s u e s  t h r o u g h o u t  t h e  b o d y .  I t s  c l i n i c a l  

f e a t u r e s  a r e  s p l e n o m e g a l y ,  e n l a r g e d  o r a n g e  

t o n s i l s ,  r e l a p s i n g  n e u r o p a t h y  a n d  c o r n e a l  

o p a c i t i e s  ( 3 4 , 3 5 ) .

P r e m a t u r e  a t h e r o s c l e r o s i s  i s  n o t  a  m a n i f e s t a t i o n  

o f  t h i s  d i s e a s e  p o s s i b l y  d u e  t o  t h e  n o r m a l  o r  

r e d u c e d  l e v e l s  o f  L D L - c h o l e s t e r o l  i n  t h e  

p a t i e n t s ’ p l a s m a  ( 3 6 ) .  H o w e v e r ,  t h e  e x t r e m e l y  

l o w  l e v e l s  o f  H D L - c h o l e s t e r o l  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  

b e  a  r e s u l t  o f  g r e a t l y  i n c r e a s e d  c a t a b o l i c  r a t e s  

o f  HDL a p o p r o t e i n s  w i t h  m o d e r a t e l y  r e d u c e d  

s y n t h e s i s  r a t e s  ( 3 7 ) .  M o r e o v e r ,  S c h a e f e r  a n d  

B r e w e r  ( 3 3 )  h a v e  r e p o r t e d  a n  i m p a i r e d  c o n v e r s i o n  

o f  c h y l o m i c r o n s  t o  HDL i n  T a n g i e r  d i s e a s e  

p a t i e n t s  p r o b a b l y  d u e  t o  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  

a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  a p o - A I g i ^ ^ g  ^

( 3 2 )  .

b )  L e c i t h i n - c h o l e s t e r o l  a c y l  t r a n s f e r a s e  d e f i c i e n c y  

( LCAT) ;  T h e  c l i n i c a l  f e a t u r e s  o f  t h i s  d i s e a s e  

a r e  c o r n e a l  o p a c i t y ,  a n a e m i a ,  p r o t e i n u r i a  a n d  

n e p h r o p a t h y  ( 3 8 , 3 9 ) .  I t  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e
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a b s e n c e  o f  LCAT,  t h e  m a j o r  c h o l e s t e r o l  e s t e r i f y -  

i n g  e n z y m e  ( F i g u r e  7 ) ,  f r o m  p l a s m a .  T h i s  r e s u l t s  

i n  a  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t e r i f i e d  c h o l e s t e r o l  

i n  p l a s m a  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  h i g h  c o n c e n ­

t r a t i o n s  o f  f r e e  c h o l e s t e r o l  ( 3 8 ) .

A l l  l i p o p r o t e i n  f r a c t i o n s  a r e  a f f e c t e d  a n d  h a v e  

a b n o r m a l  s t r u c t u r e s  a n d  c o m p o s i t i o n s  ( 4 0 , 4 2 ) ,  

b u t  t h e  m o s t  s e v e r e l y  a l t e r e d  f r a c t i o n  i s  HDL.  

T h e  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h i s  p a r t i c l e  i s  

v e r y  l o w  a n d  i t s  m o r p h o l o g y  i s  c h a n g e d  s o  t h a t  

i t  a p p e a r s  a s  d i s c o i d a l  b i l a y e r s  w h i c h  t e n d  t o  

f o r m  r o u l e a u x .  T h e  b i l a y e r  d i s c s  c o m p r i s e  

p h o s p h o l i p i d  s h e e t s  c o n t a i n i n g  s o m e  c h o l e s t e r o l  

a n d  s t a b i l i s e d  b y  t h e  HDL a p o p r o t e i n s  ( 4 1 , 4 2 ) .  

T h e y  c a n  b e  c o n v e r t e d  i n t o  n o r m a l  s p h e r i c a l  HDL 

p a r t i c l e s  i f  t h e y  a r e  i n c u b a t e d  w i t h  p u r i f i e d  

LCAT p r e p a r a t i o n s  ( 4 2 ) .

c )  F i s h  e y e  d i s e a s e :  T h i s  c o n d i t i o n  i s  c h a r a c t e r ­

i s e d  b y  s e v e r e  c o r n e a l  o p a c i t i e s  c a u s i n g  

i m p a i r e d  v i s i o n ,  h y p e r t r i g l y c e r i d a e m i a  a n d  v e r y  

l o w  l e v e l s  o f  H D L - c h o l e s t e r o l .  R e l a t i v e s  o f  

p a t i e n t s  a l s o  h a v e  r e d u c e d  H D L - c h o l e s t e r o l  

l e v e l s  b u t  t h e y  r e m a i n  a s y m p t o m a t i c .  I n  s p i t e  

o f  t h e  e x t r e m e l y  l o w  H D L - c h o l e s t e r o l  l e v e l s  i n  

t h i s  d i s e a s e ,  i t  i s  n o t  a p p a r e n t l y  c h a r a c t e r i s e d  

b y  p r e m a t u r e  a t h e r o s c l e r o s i s  ( 4 3 , 4 4 ) .

d )  M i l a n o - A I - a p o p r o t e i n  d i s e a s e :  P a t i e n t s  w i t h

t h i s  c o n d i t i o n  h a v e  m o d e r a t e  h y p e r t r i g l y c e r i d ­

a e m i a  a n d  v e r y  l o w  l e v e l s  o f  H D L - c h o l e s t e r o l .
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LCAT a n d  l i p o p r o t e i n  l i p a s e  a c t i v i t i e s  a r e  

n o r m a l .  M o r e o v e r ,  no  c l i n i c a l  s i g n s  o f  a t h e r o ­

s c l e r o s i s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  e i t h e r  i n  o v e r t  

c a s e s  o r  i n  t h e i r  b l o o d  r e l a t i o n s .

I n d e e d ,  d e s p i t e  t h e i r  h y p e r t r i g l y c e r i d a e m i a  a n d  

l o w  H D L - c h o l e s t e r o l  l e v e l s  t h e  p a t i e n t s  t h e m ­

s e l v e s  a n d  t h e i r  r e l a t i v e s  w e r e  h e a l t h y  ( 4 5 ) .

T h e  c o n d i t i o n  d e r i v e s  f r o m  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  

a b n o r m a l  a p o - A I ,  d e s i g n a t e d  a p o - A I ^ i i a n o ,  i n  t h e  

HDL c l a s s  w h i c h  d i f f e r s  f r o m  t h e  n o r m a l  a p o - A I  

b y  t w o  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s ,  c y s t e i n e  a n d  

i s o l e u c i n e .  T h e s e  r e s i d u e s  a r e  n o t  p r e s e n t  i n  

t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  n o r m a l  a p o - A I .  

H o w e v e r ,  t h i s  v a r i a n t  f o r m  o f  a p o - A I  h a s  

p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  s i m i l a r  t o  t h e  n o r m a l  a p o - A I  

i n  t h a t  i t  h a s  t h e  s a me  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  

o n  SDS a n d  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  2 8 , 0 0 0  ; 

m o r e o v e r ,  i t  r e a c t s  w i t h  m o n o s p e c i f i c  a p o - A I  

a n t i s e r u m .  T h e  p r e s e n c e  o f  c y s t e i n e  r e s i d u e s  ( 2  

m o l / m o l  A I ) c a u s e s  t h e  f o r m a t i o n  o f  i n t e r m o l e c u -  

l a r  d i s u l p h i d e  b o n d s  w h i c h  a c c o u n t  f o r  t h e  

p r e s e n c e  o f  a p o - A I  d i m e r s  ( m o l e c u l a r  w e i g h t  = 

5 5 ,  0 0 0 )  a s  w e l l  a s  t h e  a p o  ( A I  - A I  I  ) c o m p l e x  

( m o l e c u l a r  w e i g h t  = 3 5 , 0 0 0 )  i n  t h e  HDL f r a c t i o n  

o f  p a t i e n t s  w i t h  t h i s  d i s e a s e  ( 4 6 ) .
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1 , 2 . 3 :  F a c t o r s  a s s o c i a t e d  w i t h  i n c r e a s e d  H D L - c h o l ­

e s t e r o l  l e v e l s :

A n u m b e r  o f  c o n d i t i o n s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  b e i n g  

a s s o c i a t e d  w i t h  i n c r e a s e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  H D L - c h o l ­

e s t e r o l .  Among t h e s e  a r e  t h e  f o l l o w i n g :

1 .  R a c e :  S o m e  e t h n i c  g r o u p s  t e n d  t o  h a v e  h i g h e r

H D L - c h o l e s t e r o l  l e v e l s  t h a n  t h e  r e p o r t e d  n o r m a l  a v e r a g e .  

M o s t  n o t a b l e  o f  t h e s e  g r o u p s  a r e  t h e  G r e e n l a n d  E s k i m o s

( 4 7 ) ,  t h e  J a m a i c a n  h i l l  f a r m e r s  ( 7 )  a n d  B l a c k  A m e r i c a n s

( 4 8 )  .

2 .  O t h e r  f a c t o r s :  S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t

r e g u l a r  e x e r c i s e  ( 4 9 - 5 1 ) ,  o e s t r o g e n  a d m i n i s t r a t i o n  ( 5 2 )  

a n d  r e d u c t i o n s  i n  b o d y  w e i g h t  ( 5 3 )  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  

i n c r e a s e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  H D L - c h o l e s t e r o l .

O t h e r  a g e n t s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  i n d u c e  a n  

i n c r e a s e  i n  H D L - c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n s  s u c h  a s  t h e  

e x p o s u r e  t o  c h l o r i n a t e d  h y d r o c a r b o n  p e s t i c i d e s  ( 5 4 ) ,  

p h e n y t o i n  t h e r a p y  ( 5 5 )  a n d  e x c e s s i v e  a l c o h o l  i n t a k e  ( 5 6 ) ,  

T h e  i n c r e a s e  c a u s e d  b y  t h e  l a t t e r  m a y  b e  a  r e s u l t  o f  

e x c e s s i v e  l i p o l y s i s  o f  VLDL,  a n d  t h e  f o r m e d  HDL i s  

p r o b a b l y  a b n o r m a l  ( 5 7 , 5 8 ) .

3 .  H y p e r - a l p h a - 1 i p o p r o t e i n a e m i a :  T h i s  r a r e  d i s o r d e r  i s  

c h a r a c t e r i s e d  b y  l o n g e v i t y  a n d  a p p a r e n t  a b s e n c e  o f  

s i g n i f i c a n t  a t h e r o s c l e r o s i s  ( 5 9 - 6 3 ) .
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1 . 3  H e t e r o g e n e i t y  o f  HDL

A l l  t h e  s t u d i e s  m e n t i o n e d  a b o v e  c o n s i d e r  HDL a s  a  

h o m o g e n e o u s  c l a s s  o f  l i p o p r o t e i n ;  b u t  i n  f a c t  i t  h a s  b e e n  

k n o w n  f r o m  e a r l y  i n v e s t i g a t i o n s  t h a t  HDL i s  a  h e t e r o ­

g e n e o u s  g r o u p  o f  p a r t i c l e s  w h i c h  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  m a n y  

s u b c l a s s e s  d e p e n d i n g  o n  t h e  m e t h o d  o f  s e p a r a t i o n .  E a c h  

o f  t h e s e  s u b f r a c t i o n s  m a y  h a v e  d i f f e r i n g  f u n c t i o n s  a n d  

p o s s i b l y  d i f f e r e n t  a n t i a t h e r o g e n i c  p o t e n t i a l .  F o r  

e x a m p l e ,  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  HDL 

l e v e l s  i n  r u n n e r s  i s  m a i n l y  d u e  t o  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  

HDL2 s u b t r a c t  i o n  ( d  1 . 0 6 3 - 1  . 1 2 5  k g / 1 )  l e v e l s ,  w h i l e  n o  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  HDLg (d  1 . 1 2 5 - 1 . 2 1  k g / 1 )  l e v e l s  

h a s  b e e n  o b s e r v e d  ( 4 9 ) .  I n  s o m e  c a s e s  o f  f a m i l i a l  

h y p e r - a l p h a - 1 i p o p r o t e i n a e m i a  a  g r o s s  i n c r e a s e  i n  HDL2 

a c c o u n t s  f o r  m o s t  o f  t h e  r i s e  i n  HDL c o n c e n t r a t i o n  ( 6 3 ) .  

On t h e  o t h e r  h a n d ,  IHD p a t i e n t s  h a v e  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  

HDL2 l e v e l s  t h a n  c o n t r o l s ,  t h e  d i f f e r e n c e  i n  HDL3 l e v e l s  

b e i n g  l e s s  p r o n o u n c e d  ( 6 4 ) ,  F u r t h e r m o r e  i n  p a t i e n t s  w i t h  

a n g i o g r a p h i c a l l y  d e f i n e d  c o r o n a r y  a r t e r y  d i s e a s e ,  a  

s t r o n g  n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b e t w e e n  

c o r o n a r y  s c o r e s  a n d  HDL2 ~ c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  

c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t o t a l  HDL c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n  

a n d  c o r o n a r y  s c o r e  i s  muc h  w e a k e r  ( 1 5 ) .

T h e  q u e s t i o n  a r i s e s  a s  t o  w h i c h  s u b c l a s s  o f  HDL i s  

t h e  e f f e c t i v e  c a n d i d a t e  a s  t h e  a n t i a t h e r o g e n i c  f a c t o r .  

To  a n s w e r  t h i s  we m u s t  s e p a r a t e  a n d  e x a m i n e  i n d i v i d u a l  

s u b - p o p u l a t i o n  o f  p a r t i c l e s .
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1 . 3 . 1  S e p a r a t i o n  o f  t o t a l  HDL f r o m  p l a s m a .

1 ) T o t a l  HDL c a n  b e  s e p a r a t e d  f r o m  p l a s m a  b y  p r e p a r a ­

t i v e  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  ( 6 5 , 6 6 )  a t  a  f l o t a t i o n  d e n s i t y  

o f  1 . 0 6 3 - 1 . 2 1  k g / 1 .  T h i s  i s  a c h i e v e d  b y  r a i s i n g  p l a s m a  

d e n s i t y  t o  1 . 0 6 3  k g / 1  a n d  c e n t r i f u g i n g  a t  1 0 0 , 0 0 0  g f o r  

20 h o u r s .  T h e  u p p e r  l a y e r  w h i c h  c o n t a i n s  VLDL a n d  LDL 

f r a c t i o n s  i s  r e m o v e d .  T h e  d e n s i t y  o f  t h e  i n f r a n a t a n t  i s  

r a i s e d  t o  1 . 2 1  k g / 1  a n d  r e c e n t r i f u g e d ;  HDL i s  s e p a r a t e d  

a s  t h e  t o p  l a y e r .

2 )  A g a r o s e  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  h a s  b e e n  u s e d  t o  

p r e p a r e  t o t a l  HDL,  L i p o p r o t e i n s  a r e  s e p a r a t e d  f r o m  

p l a s m a  a t  d 1 . 2 2 5  k g / 1  b y  p r e p a r a t i v e  u l t r a c e n t r i f u g a ­

t i o n ,  t h e n  t h e  l i p o p r o t e i n  f r a c t i o n  i s  a p p l i e d  t o  a n  

a g a r o s e  g e l  c h r o m a t o g r a p h y  c o l u m n  ( 4 - 6 %  w / v ) .  T h r e e  

p e a k s  a r e  o b t a i n e d :  p e a k  I ,  I I  a n d  I I I  c o r r e s p o n d i n g  t o  

VLDL,  LDL a n d  HDL f r a c t i o n s ,  r e s p e c t i v e l y  ( 6 7 ) .

3 )  A p r e c i p i t a t i o n  t e c h n i q u e  h a s  b e e n  u s e d  t o  s e p a r a t e  

t o t a l  HDL f r o m  p l a s m a .  I n  t h i s  m e t h o d  t h e  a p o - B  c o n t a i n ­

i n g  l i p o p r o t e i n s ,  i e  VLDL a n d  LDL,  a r e  p r e c i p i t a t e d  f r o m

p l a s m a  b y  a d d i t i o n  o f  a  p o l y a n i o n ,  e g  h e p a r i n ,  a n d  a
++d i v a l e n t  c a t i o n ,  e g  Mn , t o  t h e  p l a s m a .  T h e  m i x t u r e  i s  

t h e n  i n c u b a t e d  a t  4 ° C  f o r  30 m i n u t e s  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  

l o w  s p e e d  t o  s e p a r a t e  t h e  p r e c i p i t a t e d  c o m p l e x .  T h e r e ­

a f t e r  t h e  s u p e r n a t a n t  i s  a d j u s t e d  t o  a  s o l u t i o n  d e n s i t y  

o f  1 . 2 3  k g / 1  a n d  r e c e n t r i f u g e d  i n  a  f i x e d - a n g l e  r o t o r  f o r  

22 h r  a t  1 0 5 , 0 0 0  g t o  i s o l a t e  t h e  HDL ( 6 8 , 6 9 ) .
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1 . 3 . 2  S u b f r a c t i o n a t i o n  o f  HDL

1) P r e p a r a t i v e  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n :

P r e p a r a t i v e  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  c a n  b e  u s e d  t o  

f r a c t i o n a t e  t o t a l  HDL i n t o  t w o  m a i n  s u b c l a s s e s ,  i e  HDLg 

a n d  HDL3 , i n  t wo  w a y s :

a )  T h e  d e n s i t y  o f  t h e  f i r s t  i n f r a n a t a n t ,  o b t a i n e d

a f t e r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  VLDL a n d  LDL,  i s

a d j u s t e d  t o  d 1 . 1 2 5  k g / 1  t h e n  s u b j e c t e d  t o

c e n t r i f u g a t i o n  u n d e r  t h e  s a me  c o n d i t i o n s  u s e d  t o  

s e p a r a t e  t o t a l  HDL. The  t o p  t h i r d  o f  t h e  t u b e ,  

a f t e r  c o m p l e t i o n  o f  c e n t r i f u g a t i o n ,  c o n t a i n s  t h e  

HDL2 f r a c t i o n .  T h e  i n f r a n a t a n t  i n  t h e  l o w e r  t w o  

t h i r d s  o f  t h e  t u b e  i s  t h e n  a d j u s t e d  t o  d 1 . 2 1  

k g / 1  a n d  s u b j e c t e d  t o  c e n t r i f u g a t i o n  u n d e r  t h e  

s a m e  c o n d i t i o n s ;  HDL3 i s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  t o p  

t h i r d  o f  t h e  t u b e  ( 6 5 ) .

b )  A l t e r n a t i v e l y  t h e  w a s h e d  t o t a l  HDL f r a c t i o n

p r e p a r e d  i n  t h e  p r e p a r a t i v e  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  

m e t h o d ,  i s  d i a l y s e d  a g a i n s t  a  N a B r  s o l u t i o n  o f  d 

1 . 1 1  k g / 1  t h e n  c e n t r i f u g e d  f o r  40  h o u r s  a t  

1 4 0 ,  0 0 0  g a n d  1 6 ° C .  D u r i n g  t h i s  t i m e ,  HDL 

d i s t r i b u t e s  o v e r  t h e  e n t i r e  l e n g t h  o f  t h e  t u b e  

w i t h  t w o  c o n c e n t r a t i o n  m a x i m a ,  o n e  i n  t h e  t o p  

t h i r d  o f  t h e  t u b e  w h i c h  c o n t a i n s  HDL2 a n d  t h e  

o t h e r  i n  t h e  b o t t o m  t w o  t h i r d s  o f  t h e  t u b e  w h i c h  

c o n t a i n s  HDL3 ( 6 6 ) .

2)  A n a l y t i c a l  U l t r a c e n t r i f u g a t i o n :  t h i s  t e c h n i q u e  h a s  

b e e n  c o n s i d e r e d  a s  t h e  m o s t  r e l i a b l e  t o o l  f o r  s t u d y i n g  

t h e  p u r i t y  a n d  d i s t r i b u t i o n  o f  HDL,  i t  a l s o  p r o v i d e s  a
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m e a n  f o r  t h e  q u a n t i t a t i o n  o f  i t s  d e n s i t y  s u b t r a c t i o n s  

( 6 6 ) .  T h e  S c h l i e r e n  p a t t e r n  o f  HDL s h o w s  t w o  m a i n  

s u b f r a c t i o n s ,  o n e  b e t w e e n  f l o t a t i o n  c o e f f i c i e n t s  F ' i , 2 0  

0 - 3 . 5  a n d  t h e  o t h e r  b e t w e e n  F -j  ̂ 20 3 . 5 - 9  c o r r e s p o n d i n g  t o  

HDLg a n d  HDL2 r e s p e c t i v e l y  ( F i g .  2 ) ,  A n d e r s o n  e t  a l . 

h a v e  r e s o l v e d  t h e  S c h l i e r e n  p a t t e r n  o f  HDL, b y  c o m p u t e r -  

f i t t e d  p e a k  a n a l y s i s ,  i n t o  t h r e e  m a i n  s u b f r a c t i o n s  c a l l e d  

HDL3 ( F 1 . 2 O 0 - 3 . 4 ) ,  HDL2a ( ^ 1 . 2 0  1 * 5 - 5 )  a n d  HDLzb ( ^ 1 . 2 0  

3 - 8 )  ( 7 0 , 7 1 ) .

3)  R a t e  Z o n a l  U l t r a c e n t r i f u g a t i o n :  t h i s  m e t h o d

s e p a r a t e s  HDL i n t o  i t s  t w o  m a i n  s u b f r a c t i o n s  HDL2 a n d  

HDL3 d i r e c t l y  f r o m  p l a s m a  i n  o n e  c e n t r i f u g a t i o n  s t e p .  

T h i s  i s  d o n e  b y  f o r m i n g  a  n o n - l i n e a r  d e n s i t y  g r a d i e n t  

f r o m  d 1 . 0 0  t o  1 . 4  k g / 1  i n  t h e  z o n a l  r o t o r .

T h e  s a m p l e  s o l u t i o n ,  a d j u s t e d  t o  d 1 . 4  K g / 1 ,  i s  

i n j e c t e d  i n t o  t h e  r o t o r  a n d  c e n t r i f u g e d .  D u r i n g  u l t r a ­

c e n t r i f u g a t i o n ,  l i p o p r o t e i n s  o f  s i m i l a r  d e n s i t i e s  b a n d  i n  

z o n e s  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  c e n t r i f u g a l  f i e l d .  A t  

t h e  e n d  o f  t h e  r u n ,  t h e  r o t o r  e f f l u e n t  i s  p a s s e d  t h r o u g h  

a  f l o w  c e l l  w h e r e  i t s  a b s o r b a n c e  i s  m o n i t o r e d  c o n t i n u ­

o u s l y  a t  2 8 0  nm a n d  r e c o r d e d  o n  a  c h a r t .  T h e  e l u t i o n  

p a t t e r n  h a s  t w o  w e l l  s e p a r a t e d  m a x i m a  c o r r e s p o n d i n g  t o  

HDL2 a n d  HDL3 ( 7 2 , 7 3 )  ( F i g .  3 ) .

Q u a n t i t a t i o n  o f  t h e s e  HDL2 a n d  HDL3 s u b f r a c t i o n s  c a n  

b e  m a d e  f r o m  t h e  e l u t i o n  p a t t e r n  b y  a p p r o p r i a t e  i n t e ­

g r a t i o n  o f  t h e  a r e a  u n d e r  t h e  c u r v e .  T h i s  v a l u e  t o g e t h e r
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w i t h  k n o w l e d g e  o f  t h e  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  a n d  t h e  

e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  t h e s e  t w o  s u b t r a c t i o n s  ( 2 9 )  

c a n  p r o v i d e  a n  e s t i m a t e  o f  l i p o p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n .

4)  H e p a r i n - S e p h a r o s e  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  h a s  b e e n  

u s e d  t o  s u b t r a c t  i o n a t e  HDL i n t o  t w o  m a i n  s u b t r a c t i o n s :  

HDL w i t h o u t  a p o - E  a n d  HDL w i t h  a p o - E  ( F i g .  4 ) { 7 4 ) . T h e  

l a t t e r  h a s  a  c e l l  r e c e p t o r  b i n d i n g  c a p a b i l i t y  i n  v i t r o .

O t h e r  m e t h o d s  e g  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  ( 7 5 )  a n d  

h y d r o x y a p a t i t e  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( 7 6 )  h a v e  b e e n  s h o w n  

t o  s u b t r a c t i o n a t e  HDL i n t o  m a n y  s m a l l  f r a c t i o n s  o f  

d i f f e r e n t  c o m p o s i t i o n s .

1 . 4  P r o p e r t i e s  o f  HDL

1 . 4 . 1 :  HDL C o m p o s i t i o n

H u ma n  h i g h  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  l i e  i n  t h e  d e n s i t y  

r a n g e  1 . 0 6 3 - 1 . 2 1  k g / 1  a n d  c a n  b e  f r a c t i o n a t e d  i n  t h e  

p r e p a r a t i v e  u l t r a c e n t r i f u g e ,  i n t o  t wo  m a j o r  c o m p o n e n t s ,  

HDL2 ( d  1 . 0 6 3 - 1 . 1 2 5  k g / 1 )  a n d  HDLg (d 1 . 1 2 5 - 1 . 2 1 0  k g / 1 ) .

T h e s e  s u b t r a c t i o n s  c o n s i s t  o f  p r o t e i n  i n  t h e  f o r m  o f  

d i f f e r e n t  a p o p r o t e i n s  a n d  l i p i d s ,  c o m p r i s i n g  f r e e  a n d  

e s t e r i f i e d  c h o l e s t e r o l ,  p h o s p h o l i p i d s ,  a n d  a  s m a l l  a m o u n t  

o f  t r i g l y c e r i d e s .  T h e i r  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  may d i f f e r  

d e p e n d i n g  o n  t h e  m e t h o d  o f  i s o l a t i o n ;  i n  a d d i t i o n ,  a  

d i f f e r e n c e  i n  c o m p o s i t i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b e t w e e n  m a l e s  

a n d  f e m a l e s .  T y p i c a l  c o m p o s i t i o n s  i n  t h e  s e x e s  a r e  s h o w n  

i n  T a b l e  3 ( 3 0 ) .
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1 . 4 . 2 :  HDL A p o p r o t e i n s

T h e  m a j o r  a p o p r o t e i n s  o f  HDL a r e  a p o - A I  a n d  a p o - A I I , 

t o g e t h e r  c o m p r i s i n g  90% o f  t h e  HDL a p o p r o t e i n .  O t h e r  

m i n o r  a p o p r o t e i n s  p r e s e n t  i n  t h e  HDL d e n s i t y  c l a s s  

i n c l u d e  a p o - C I ,  a p o - C I I ,  a p o - C I I I ,  a p o - D ,  a p o - E  a n d  

a p o - F .  A p o - C ' s  a n d  a p o - E  a r e  a l s o  f o u n d  t o  a  l a r g e  e x t e n d  

i n  t h e  VLDL d e n s i t y  c l a s s  a n d  a r e  c o n s i d e r e d  p r i m a r i l y  a s  

VLDL a p o p r o t e i n s .

T h e s e  a p o p r o t e i n s  h a v e  d i f f e r e n t  m o l e c u l a r  w e i g h t s  

a n d  t h e y  d i f f e r  i n  t h e i r  a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n s .  T h e  

a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  t h e s e  a p o p r o t e i n s  a r e  

d o c u m e n t e d  i n  T a b l e  4 ( 6 6 ) .

T h e  m i n o r  a p o p r o t e i n s  o f  HDL D a n d  F a r e  p o o r l y  

i n v e s t i g a t e d  a n d  l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e i r  d i s t r i b u t i o n  

among o t h e r  l i p o p r o t e i n  d e n s i t y  c l a s s e s .

A n a l y s i s  o f  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  i n d i v i d u a l  a p o ­

p r o t e i n s  i n  HDL s u b f r a c t i o n s ,  HDL2 a n d  HDL3 , i s o l a t e d  by  

r a t e  z o n a l  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  ( T a b l e  4 )  s h o w s  t h a t  

a p o - A I  a n d  a p o - A I I  a r e  t h e  m a j o r  c o n s t i t u e n t s  o f  b o t h  

s u b f r a c t i o n s .  I t  i s  g e n e r a l l y  f o u n d  t h a t  t h e  r a t i o  o f  

a p o - A I  t o  a p o - A I I  i s  h i g h e r  i n  HDL2 t h a n  i n  HDL3 .

1 . 4 . 3 :  P r o p e r t i e s  o f  HDL A p o p r o t e i n s

i ) S t r u c t u r e  o f  A p o - A I

A p o - A I  i s  a  s i n g l e  p o l y p e p t i d e  c h a i n  o f  245  a m i n o  

a c i d s ,  a n d  i s  d e v o i d  o f  c y s t e i n e ,  c y s t i n e ,  i s o l e u c i n e  a n d  

c a r b o h y d r a t e  ( 7 7 ) .  I t  h a s  l i m i t e d  w a t e r  s o l u b i l i t y  

b e t w e e n  pH 4 . 0  a n d  7 . 0 ,  b u t  i t  i s  r e a d i l y  s o l u b l e  i n



T a b l e  4;  Apo-HDL m o l e c u l a r  w e i g h t s

a p o p r o t e i n
M o l e c u l a r

w e i g h t

% ( w t / w t )  o f  t o t a l a p o l i p o p r o t e i n  i n

HDL2 HDL3

AI 2 8 3 0 0 8 9 . 4 7 3 . 0

A l l 17400 6 . 1 2 0 . 4

Cl 7 0 0 0 1 . 3 1 . 5

C I I 9 50 0 0 . 5 0 . 3

c m 8 7 0 0 2 . 7 3 . 1

D 2 0 0 0 0 0 . 2 1 . 7

E 3 9 0 0 0

F 2 7 0 0 0

a p o - A I / a p o - A I I r a t i o 1 4 . 7 3 . 6

D a t a  t a k e n  f r o m  r e f e r e n c e  6 6 .
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b u f f e r s  c o n t a i n i n g  8 M u r e a ,  3M g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e ,  

0 , 1% s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  ( S D S ) ,  o r  1 - 2 M  a c e t i c  a c i d  

( 6 6 ) .

I n  s o l u t i o n ,  a p o - A I  u n d e r g o e s  s e l f - a s s o c i a t i o n  

f o r m i n g  d i m e r s ,  t e t r a m e r s  a n d  o c t a m e r s  d e p e n d i n g  o n  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  ( 7 8 )  a n d  o n  t h e  i o n i c  

s t r e n g t h  o f  t h e  s o l u t i o n ;  t h e  h i g h e r  t h e  i o n i c  s t r e n g t h  

t h e  g r e a t e r  t h e  a s s o c i a t i o n  ( 7 9 , 8 0 ) .  M o r e o v e r ,  t h e  r o t o r  

s p e e d  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  h a v e  a n  e f f e c t  o n  t h e  s e l f ­

a s s o c i a t i o n  o f  a p o - A I  d u r i n g  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  

m o l e c u l a r  w e i g h t  b y  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  t e c h n i q u e ;  

l o w e r  s p e e d s  e n h a n c e  a s s o c i a t i o n  ( 8 0 ) .

C i r c u l a r  d i c r o i s m  s t u d i e s  ( 8 1 )  h a v e  s h o w n  t h a t  

a p o - A I  i n  n a t i v e  HDL h a s  a  h i g h l y  h e l i c a l  s t r u c t u r e  i n  

w h i c h  70% o f  t h e  p r o t e i n  i s  p r e s e n t  a s  a n  a l p h a - h e l i x ,  

w h i l e  t h e  r e s t  i s  i n  t h e  f o r m  o f  a  b e t a - s h e e t  ( 5 - 1 5 % )  o r  

i s  d i s o r d e r e d  ( 1 5 - 2 0 % ) .  D e l i p i d a t  i o n  d e c r e a s e s  t h e  

h e l i c a l  c o n t e n t  b y  a b o u t  2 0 % w i t h  a  c o r r e s p o n d i n g  

i n c r e a s e  i n  t h e  d i s o r d e r e d  s t r u c t u r e .  H o w e v e r ,  u p o n  

i s o l a t i o n  o f  a p o - A I  f r o m  HDL i n  6 M u r e a  a n d  d i a l y s i s ,  

a p o - A I  h a s  b e e n  f o u n d  t o  c o n t a i n  55% a l p h a - h e l i x ,  8 % 

b e t a - s t r u c t u r e , a n d  37% d i s o r d e r e d  s t r u c t u r e  ( 7 7 ) .

i i ) S t r u c t u r e  o f  A p o - A I I

A p o - A I I  c o n t a i n s  t w o  i d e n t i c a l  p o l y p e p t i d e  c h a i n s  o f  

77 a m i n o  a c i d s  e a c h ,  l i n k e d  b y  a  s y m m e t r i c a l  s u l p h i d e  

b r i d g e  a t  c y s t i n e - 6 . T h e  m o l e c u l e  i s  d e v o i d  o f  h i s t i ­

d i n e ,  a r g i n i n e ,  t r y p t o p h a n ,  a n d  c a r b o h y d r a t e .  I n  

s o l u t i o n ,  a p o - A I I ,  l i k e  A I , ‘ u n d e r g o e s  s e l f - a s s o c i a t i o n ,  

w h i c h  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  by  a m o n o m e r - d i m e r  - t r i m e r  s t e p
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a s s o c i a t i o n  ( 8 2 ) .  S t u d i e s  o f  i t s  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  

u s i n g  c i r c u l a r  d i c r o i s m  s h o w s  t h a t  a p o - A I I ,  a f t e r  

i s o l a t i o n  f r o m  HDL i n  6M u r e a  a n d  d i a l y s i s ,  c o n t a i n s  35% 

a l p h a - h e l i x ,  13% b e t a - s t r u c t u r e , a n d  52% d i s o r d e r e d  

s t r u c t u r e  ( 8 1 ) .  I t  h a s  a n  a p p a r e n t l y  l e s s  o r d e r e d  

s t r u c t u r e  t h a n  a p o - A I ,  s i n c e  a p o - A I  s h o w e d  55% a l p h a -  

h e l i c a l  s t r u c t u r e  a n d  1 5 - 2 0 %  d i s o r d e r e d  s t r u c t u r e  u n d e r  

t h e  s a m e  c o n d i t i o n s .

i i i ) A m p h i p h i l i c i t y  o f  a p o - A I  a n d  a p o - A I I

T h e  h e l i c a l  s t r u c t u r e s  p r e s e n t  i n  t h e s e  a p o p r o t e i n s  

h a v e  b e e n  s h o w n  t o  h a v e  a m p h i p a t h i c  p r o p e r t i e s  i n  t h a t  

t h e y  c b n t a i n  tv/o c l e a r l y  d e f i n e d  f a c e s ,  o n e  p o l a r ,  t h e  

o t h e r  h y d r o p h o b i c .  T h i s  a m p h i p h i l i c i t y  a r i s e s  f r o m  t h e  

c o n s t i t u e n t  a m i n o  a c i d s  r e s i d u e s  b e i n g  a r r a n g e d  i n  s u c h  

a way  t h a t  t h o s e  w i t h  n o n - p o l a r  g r o u p s  a p p e a r  o n  o n e  s i d e  

o f  t h e  h e l i x ,  w h i l e  a m i n o  a c i d s  w i t h  p o l a r  g r o u p s  a r e  a l l  

p r e s e n t  o n  t h e  o t h e r  s i d e  ( F i g . 5 ) .  T h e  p o l a r  ( c h a r g e d )  

a m i n o  a c i d s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  b e  l o c a t e d  i n  t h e  f o l l o w ­

i n g  m a n n e r :  t h e  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  r e s i d u e s  g l u t a m i c  a c i d  

( G l u )  a n d  a s p a r t i c  a c i d  ( A s p )  i n v a r i a b l y  o c c u r  i n  a  s t r i p  

a l o n g  t h e  c e n t r e  o f  t h e  p o l a r  f a c e ,  w h i l e  t h e  p o s i t i v e l y  

c h a r g e d  r e s i d u e s ,  l y s i n e  ( L y s )  a n d  a r g i n i n e  ( A r g ) a r e  

l o c a t e d  o n  t h e  l a t e r a l  e d g e  o f  t h e  p o l a r  f a c e ,  a l t e r n a t ­

i n g  f r o m  s i d e  t o  s i d e  ( 8 3 , 8 4 ) .

T h e  a l p h a - h e l i x  s o  c o n s t r u c t e d  l o c a t e s  t h e  p o s i t i v e  

c h a r g e d  r e s i d u e s  a t  t h e  p e r i p h e r y  s o  t h a t  t h e i r  r e l a t i v e ­

l y  a p o l a r  s i d e  c h a i n s  a r e  a v a i l a b l e  f o r  h y d r o p h o b i c
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A. a lp h a - h e l i c a l  s tru c tu r e  of the  pept id e  s e g m e n t  B.

30 20

B. Amphipathic p e p t id e  s e g m e n t  from apo-AII

Figure 5. Amphiphilicity of apo-AII. Diagram A s h o w s  the building 

of the helical segm ent  B by the CPK-space-fi l l ing model.  The polar 

f a c e  r e p r e se n t s  one side of the helix w here  its a x i s  is oriented  

parallel to the plane of the page  and the N-terminal end to w a r d s  

its top.  The non-po lar  f a c e  s h o w s  the other s ide  of the helix when  

It Is rotated around Its a x i s  by 180°. Phospholipids and cho les tero l  

polar e n d s  interact with the polar f a c e  and neutral lipids with the  

non-polar  fa ce .
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i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  n o n - p o l a r  a c y l  c h a i n s  o f  p h o s p h o ­

l i p i d s  a n d  t h e  p o l a r  h e a d s  o f  t h e s e  p h o s p h o l i p i d s  

i n t e r a c t  w i t h  t h e  p o l a r  s u r f a c e  o f  t h e  h e l i x  ( 8 3 , 8 5 ) .

T h i s  a m p h i p h i l i c i t y  e x p l a i n s  t h e  a b i l i t y  o f  t h e s e  

a p o p r o t e i n s  t o  b i n d  l i p i d s ,  i e  p h o s p h o l i p i d s  a n d  

c h o l e s t e r o l ,  a n d  i n t e r a c t  w i t h  n o n - p o l a r  l i p i d s  i e  

c h o l e s t e r y l  e s t e r  a n d  t r i g l y c e r i d e s ,  t o  f o r m  s t a b l e  

p s u e d o m i c e l l a r  l i p o p r o t e i n  c o m p l e x e s .  C h o l e s t e r y l  e s t e r s  

a l o n e  d o  n o t  b i n d  s i g n i f i c a n t l y  t o  HDL a p o p r o t e i n s ,  

v / h e r e a s  p h o s p h o l i p i d s  b i n d  i n  l a r g e  q u a n t i t i e s .  M o r e ­

o v e r ,  w h i l e  d e l i p i d a t  i o n  o f  HDL d e c r e a s e s  t h e  h e l i c a l  

c o n t e n t  o f  i t s  a p o p r o t e i n s  b y  2 0 %, r e c o n s t i t u t i o n  o f  

a p o - H D L  w i t h  p h o s p h o l i p i d s  a n d  c h o l e s t e r y l  e s t e r s  

r e s t o r e s  a l l  t h e  i n i t i a l  h e l i c a l  c o n t e n t  o f  t h e  

a p o p r o t e i n s .  R e c o n s t i t u t i o n  w i t h  p h o s p h o l i p i d s  a l o n e  

d o e s  n o t  r e s t o r e  a l l  t h e  i n i t i a l  h e l i c a l  c o n t e n t  ( 8 1 , 8 6 ) .  

T h i s  e v i d e n c e  s h o w s  t h a t  b o t h  p h o s p h o l i p i d s  a n d  

c h o l e s t e r y l  e s t e r s  a r e  n e c e s s a r y  f o r  t h e  c o m p l e t e  

r e o r g a n i s a t i o n  o f  t h e  s e c o n d a r y  a n d  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  o f  

HDL.

C o m b i n a t i o n  o f  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  w i t h  l i p i d s  l e a d s  

t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  l i p i d  p r o t e i n  c o m p l e x e s  w h i c h  c a n  b e  

s e p a r a t e d  a s  l i p o p r o t e i n s  b y  d e n s i t y  g r a d i e n t  u l t r a ­

c e n t r i f u g a t i o n .  T h u s ,  w h e n  p h o s p h o l i p i d ,  c h o l e s t e r o l  a n d  

c h o l e s t e r y l  e s t e r  a r e  c o m b i n e d  w i t h  t h e s e  a p o p r o t e i n s  

t h e y  f o r m  l i p o p r o t e i n  c o m p l e x e s  s i m i l a r  i n  t h e i r  p h y s i c a l  

p r o p e r t i e s  t o  n a t i v e  HDL m o l e c u l e s  ( 8 1 , 8 7 ) .



2 0 .

i v ) I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  a p o - A I  a n d  a p o - A I I

I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( 8 8 ) t h a t  w h e n  a p o - A I  a n d  

a p o - A I I  a r e  p r e s e n t  t o g e t h e r  i n  s o l u t i o n  i n  a  m o l a r  r a t i o  

o f  1 : 1 ,  t h e y  b e h a v e  a s  a  s i n g l e  m o l e c u l a r  s p e c i e s .  T h i s  

m o l e c u l a r  s p e c i e s  h a s  a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  5 0 , 0 0 0 ,  

( s i m i l a r  t o  t h e  sum o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  t h e  t w o  

a p o p r o t e i n s  w h i c h  e q u a l s  4 6 , 3 0 0 )  a n d  s h o w s  a  s i n g l e  

b o u n d a r y  d u r i n g  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m .  E v i d e n c e  f o r  

a n  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  t h e  t w o  m a j o r  HDL p r o t e i n s  w a s  

a l s o  o b t a i n e d  f r o m  d e t e r g e n t  b i n d i n g  s t u d i e s .  T h e  n u m b e r  

o f  s i t e s  a v a i l a b l e  t o  b i n d  SDS was  f o u n d  t o  b e  l e s s  t h a n  

t h e  a d d i t i v e  n u m b e r  o f  b i n d i n g  s i t e s  o f  i n d i v i d u a l  

a p o p r o t e i n s .  T h i s  d e c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  o f  b i n d i n g  

s i t e s  l e d  t o  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  s ome  o f  t h e s e  s i t e s  a r e  

i n v o l v e d  i n  t h e  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  a p o - A I  a n d  a p o - A I I .  

A p o - A I  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b i n d  l e s s  l i p i d s  t h a n  a p o - A I I  

a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  a p o - A I I  w i t h  a p o - A I  i n c r e a s e s  t h e  

b i n d i n g  c a p a c i t y  o f  a p o - A I  ( 7 7 , 8 5 ) .  S u c h  p r o t e i n - p r o t e i n  

i n t e r a c t i o n s  ma y  h a v e  i m p o r t a n t  i m p l i c a t i o n s  i n  t h e

s u b s t r u c t u r e  o f  HDL a s  d i s c u s s e d  i n  t h i s  t h e s i s ,

1 . 4 . 4 :  S t r u c t u r e  o f  HDL

T h e  s t u d y  o f  r e c o m b i n a n t  p a r t i c l e s  o f  a p o p r o t e i n s  AI  

a n d  A l l  w i t h  l i p i d s  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  

t h e  s t r u c t u r e  a n d  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  n a t i v e  HDL 

p a r t i c l e s .  T h e s e  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  a n  HDL

p a r t i c l e ,  s i m i l a r  t o  n a t i v e  HDL i n  i t s  p h y s i c a l  p r o ­

p e r t i e s ,  c a n  b e  r e c o n s t i t u t e d  f r o m  i n d i v i d u a l  l i p i d

c o m p o n e n t s .
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T h e  m a j o r  l i p i d - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n  i n  HDL i s  

b e t w e e n  t h e  p h o s p h o l i p i d  a n d  t h e  a p o p r o t e i n s .  A s  

m e n t i o n e d  e a r l i e r ,  c h o l e s t e r o l  a l o n e  b i n d s  t o  a p o - A I  o r  

a p o - A I I  much  l e s s  t h a n  p h o s p h o l i p i d  ( 8 1 , 8 6 , 8 9 , 9 0 ) .  I n  

a d d i t i o n  t h e  r e c o m b i n a t i o n  o f  n e u t r a l  l i p i d s  t o  t h e s e  

a p o p r o t e i n s  o c c u r  o n l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p h o s p h o l i p i d  

( 8 1 ) .  T h e  c o n f o r m a t i o n a l  s t a b i l i t y  o f  t h e s e  a p o p r o t e i n s  

i n c r e a s e  o n  i n t e r a c t i o n  w i t h  l i p i d s  ( 8 1 )  s i n c e  t h e  

a l p h a - h e l i c a l  s t r u c t u r e  i n c r e a s e s  on  s u c h  i n t e r a c t i o n .

P l a s m a  HDL c a n  b e  e n v i s a g e d  a s  a  s p h e r i c a l  p a r t i c l e  

w h e r e  t h e  p o l a r  l i p i d s  a n d  a p o p r o t e i n s  a r e  o n  t h e  s u r f a c e  

a n d  t h e  a p o l a r  l i p i d s  i n  t h e  c o r e  ( P i g .  6 ) .  T h e  p r e s e n c e  

o f  t h e  a p o p r o t e i n s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  HDL p a r t i c l e  h a s  

b e e n  c o n f i r m e d  b y  X - r a y  s c a t t e r i n g  s t u d i e s .  T h e  

s c a t t e r i n g  p a t t e r n s  c a n  b e  e x p l a i n e d  by  a  m o d e l  i n  w h i c h  

a n  e l e c t r o n  d e f i c i e n t  c o r e  ( c o n t a i n i n g  c h o l e s t e r y l  e s t e r )  

i s  s u r r o u n d e d  b y  a n  e l e c t r o n  d e n s e  s h e l l  c o n s i s t i n g  o f  

a p o p r o t e i n s  a n d  p o l a r  h e a d  g r o u p s  o f  p h o s p h o l i p i d  a n d  

c h o l e s t e r o l  ( 8 5 , 9 1 ) .  T h e  t h e r m a l  b e h a v i o u r  o f  

c h o l e s t e r o l  e s t e r  c o r e  d o e s  n o t  s h o w  a l i q u i d  c r y s t a l l i n e  

t r a n s i t i o n  b e t w e e n  0 - 6 0 ° C  w h i c h  i n d i c a t e s  t h a t  c h o l ­

e s t e r y l  e s t e r  i n  t h e  HDL c o r e  e x i s t s  i n  a n  u n o r g a n i s e d  

p h a s e ;  w h i l e  c h o l e s t e r y l  e s t e r  i s o l a t e d  f r o m  HDL s h o w s  

r e v e r s i b l e  l i q u i d  c r y s t a l l i n e  t r a n s i t i o n s  b e t w e e n  

2 0 - 4 0 ° C .  X - r a y  s c a t t e r i n g  s t u d i e s  o f  HDL s u p p o r t  t h e  

v i e w  t h a t  t h e r e  i s  a n  u n o r g a n i s e d  p h a s e  i n  t h e  HDL c o r e .  

T h i s  u n o r g a n i s e d  c o r e  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  e i t h e r :  a )  a  

s m a l l  c o r e  s i z e  w h i c h  i s  i n a d e q u a t e  t o  a c c o m m o d a t e  

o r g a n i s e d  s t r u c t u r e s  o f  c h o l e s t e r y l  e s t e r  ( 9 1 )  o r  b )  t h e
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p r e s e n c e  o f  a n  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  c h o l e s t e r y l  e s t e r  

m o l e c u l e s  a n d  p r o t e i n - p h o s p h o l i p i d  s u r f a c e  o f  HDL,  w h i c h  

p r e v e n t s  t h e  f o r m a t i o n  o f  a n  o r g a n i s e d  l i p i d  p h a s e  

( 9 1 , 9 2 )  .

1 . 4 , 5 :  S t a b i l i t y  o f  HDL p a r t i c l e

HDL m o l e c u l e s  a r e  n o t  r i g i d  e n t i t i e s  o f  f i x e d  

c o m p o s i t i o n ,  b u t  r a t h e r  c o m p r i s e  a w i d e  s p e c t r u m  o f  

p a r t i c l e s  v a r y i n g  i n  s i z e ,  f l o t a t i o n  d e n s i t y ,  a n d  

m o l e c u l a r  w e i g h t .  A d y n a m i c  r e l a t i o n s h i p  e x i s t s  b e t w e e n  

t h e s e  p a r t i c l e s ,  a n d  p r o t e i n  e x c h a n g e  m a y  t a k e  p l a c e  

among t h e m .

I n  t h e  HDL p a r t i c l e  s o m e  a p o - A I  i s  l e s s  t i g h t l y  

b o u n d  t h a n  t h e  a p o - A I I ,  s o  t h a t  r e p e a t e d  u l t r a c e n t r i f u g a ­

t i o n  r e l e a s e s  a b o u t  h a l f  o f  t h e  f o r m e r  p r o t e i n .  

M o r e o v e r ,  a p o - A I  c a n  b e  d i s s o c i a t e d  f r o m  HDL o n  e x p o s u r e  

t o  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e .  On t h e  

o t h e r  h a n d ,  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  l a t t e r  r e l e a s e  

a p o - A I I  f r o m  HDL a c c o m p a n i e d  b y  m o r e  d i s r u p t i o n  o f  t h e  

l i p o p r o t e i n  p a r t i c l e  ( 9 1 ) .  T h i s  r e l e a s e  o f  a p o - A I  f r o m  

t h e  HDL p a r t i c l e  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  b y  t h e r m a l  d i s r u p t i o n  

s t u d i e s  u s i n g  d i f f e r e n t i a l  s c a n n i n g  c a l o r i m e t r y  ( 9 2 , 9 3 ) .  

HDL c a n  b e  d e n a t u r e d  i r r e v e r s i b l y  w h e n  h e a t e d  s l o w l y  

b e t w e e n  6 0 - 9 0 ° C  w h e r e  a d o u b l e - p e a k  e n d o  t h e r m  i s  

o b t a i n e d .  T h e  f i r s t  c o m p o n e n t  o f  t h e  e n d o t h e r m  c o r r e ­

s p o n d s  t o  a  s e l e c t i v e  r e l e a s e  o f  a p o - A I  f r o m  HDL, a n d  t h e  

s e c o n d  c o m p o n e n t  c o r r e s p o n d s  t o  a  m o r e  g e n e r a l i s e d  

d i s r u p t i o n  o f  l i p o p r o t e i n  s t r u c t u r e  w i t h  t h e  r e l e a s e  o f  

c h o l e s t e r y l  e s t e r  a n d  a p o - A I I .  I n  e a c h  t r e a t m e n t ,  i e  

e x p o s u r e  t o  g u a n i d i n e  h y d r o c h l o r i d e  a n d  h e a t i n g ,  t h e
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r e m a i n i n g  r e s i d u e  o f  t h e  HDL p a r t i c l e ,  a f t e r  t h e  r e l e a s e  

o f  a p o - A I ,  r e t a i n s  t h e  s p h e r i c a l  s t r u c t u r e  o f  HDL, b u t  i s  

l a r g e r  i n  s i z e .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  l i p o p r o t e i n  

p a r t i c l e s  f u s e  a f t e r  t h e y  h a v e  b e e n  d e p l e t e d  o f  t h e i r  

e m u l s i f y i n g  a p o - A I .  G e n e r a l i s e d  d i s r u p t i o n  o f  HDL b y  

h i g h  t e m p e r a t u r e s  l e a d s  t o  t h e  s e p a r a t i o n  o f  c h o l e s t e r y l  

e s t e r  d o m a i n s  a n d  t h e  f o r m a t i o n  o f  p h o s p h o l i p i d  v e s i c l e s  

a n d  d i s c s  ( 9 1 ) .  T h e  e n t h a l p y  o f  d é n a t u r a t i o n  o f  a p o - A I  

i n  t h e  HDL p a r t i c l e  i s  o n l y  s l i g h t l y  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  

l i p i d  f r e e  a p o - A I ,  s u g g e s t i n g  t h a t  a p o - A I  i n  s p h e r i c a l  

HDL i s  o n l y  m a r g i n a l l y  m o r e  s t a b l e  t h a n  i n  i t s  l i p i d - f r e e  

f o r m .  T h u s ,  i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  a n  e q u i l i b r i u m  e x i s t s  

b e t w e e n  a p o - A I  i n  s p h e r i c a l  HDL a n d  s m a l l  a m o u n t s  o f  

a p o - A I  f r e e  i n  s o l u t i o n .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c c e p t o r s  

f o r  a p o - A I  ( e g  p h o s p h o l i p i d  v e s i c l e s ) ,  t h i s  f r e e  a p o - A I  

w i l l  b i n d  t o  t h e  a c c e p t o r s ,  l e a d i n g  t o  f u r t h e r  d i s ­

s o c i a t i o n  o f  a p o - A I  f r o m  s p h e r i c a l  HDL a n d ,  e v e n t u a l l y ,  

d e s t a b i l i s a t i o n  o f  t h e  s p h e r i c a l  HDL p a r t i c l e  ( 9 1 , 9 3 ) .

I n c u b a t i o n  o f  HDL a t  37 ° C  w i t h  t u r b i d  s u s p e n s i o n s  o f  

d i m y r i s t o y l  l e c i t h i n  (DML) d e c r e a s e s  t h e  t u r b i d i t y  a s  a 

f u n c t i o n  o f  t h e  a m o u n t  o f  HDL a d d e d  t i l l  i t  b e c o m e s

c l e a r .  D i s c o i d a l  b i l a y e r  p h o s p h o l i p i d  a p o p r o t e i n

c o m p l e x e s  a r e  f o r m e d  w h i c h  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  p h o s p h o ­

l i p i d  m u l t i - l a m e l l a r  l i p o s o m e s  a r e  b r o k e n  dov / n  a n d  

s o l u b i l i s e d  by  t h e  r e l e a s e d  a p o - A I  ( 9 3 ) .

S i m i l a r l y ,  i n c u b a t i o n  o f  HDL2 o r  I-IDL3 w i t h

d i m y r i s t o y l  l e c i t h i n  l e a d s  t o  a  d e c r e a s e  i n  t h e i r  

d e n s i t y ,  d u e  t o  t h e  l o s s  o f  a p o - A I ,  a n d  a n  i n c r e a s e  i n  

t h e i r  s i z e  w h i c h  may b e  a t t r i b u t e d  t o  a p r o c e s s  i n v o l v i n g
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f u s i o n  o f  a p o - A I  d e p l e t e d  l i p o p r o t e i n s .  T h e  f o r m e d  

d i m y r i s t o y l  l e c i t h i n - a p o - A I  c o m p l e x e s  a r e  d i s c o i d a l  a n d  

c o n t a i n  t r a c e s  o f  t h e  HDL l i p i d  a n d  a p o - A I I  ( 9 3 , 9 4 ) .  

T h i s  i n c o r p o r a t i o n  o f  p h o s p h o l i p i d  a n d  p r o t e i n  i n t o  HDL 

p a r t i c l e s  i s  t h o u g h t  t o  o c c u r  i n  v i v o .

T h e  p h e n o m e n o n  o f  t h e  r e l e a s e  o f  a p o - A I  f r o m  HDL 

p a r t i c l e s  b y  p h y s i c o c h e m i c a l  m e a n s  h a s  b e e n  e x t e n d e d  t o  

s t u d y  t h e  d i s p l a c e m e n t  o f  a p o - A I  b y  a p o - A I I  i n  h u m a n  a n d  

c a n i n e  HDL ( 9 5 , 9 6 ) .  C a n i n e  HDL c o n t a i n s  p r i m a r i l y  a p o - A I  

a n d  n o  a p o - A I I ,  a n d  e a c h  HDL p a r t i c l e  c o n t a i n s  t h r e e  

a p o - A I  m o l e c u l e s .  D i s p l a c e m e n t  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  

a p o - A I I  c a n  d i s p l a c e  a p o - A I  f r o m  HDL i n  s t e p s ,  a n d  t w o  

m o l e c u l e s  o f  a p o - A I I  d i s p l a c e  o n e  m o l e c u l e  o f  a p o - A I ;  t h e  

p r o c e s s  c a n  r e p l a c e  a l l  t h e  t h r e e  a p o - A I  m o l e c u l e s  by  s i x  

a p o - A I I  m o l e c u l e s .  A l l  o f  t h e  h y b r i d  p a r t i c l e s  r e t a i n e d  

t h e  p h y s i c o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  n a t i v e  HDL.  T h i s  

d i s p l a c e m e n t  p r o c e s s  i s  r a p i d  a n d  i n d e p e n d e n t  o f  t e m p e r a ­

t u r e ,  i o n i c  s t r e n g t h ,  a n d  a p o - A I I  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n  

( i e  v a r i a t i o n  i n  i t s  s t a t e  o f  a s s o c i a t i o n ) .  T h e  a b i l i t y  

o f  HDL t o  a c c o m m o d a t e  t h e  e x t r a  m a s s  o f  p r o t e i n  d e r i v e d  

f r o m  t h e  i n t e r c h a n g e  o f  a p o - A I I  w i t h  a p o - A I  ( r e p l a c e m e n t  

o f  a b o u t  2 8 , 0 0 0  d a l  t o n s  o f  a p o - A I  b y  3 5 ,  0 0 0  d a l  t o n s  o f  

a p o - A I I )  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  t h e  f a c t  t h a t  a p o - A I I  h a s  

a  s m a l l e r  l i m i t i n g  a r e a  p e r  a m i n o  a c i d  t h a n  a p o - A I  ( 9 5 ) .

T h e  s u r f a c e  p r o p e r t i e s  o f  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  h a v e  

b e e n  s t u d i e d  a t  a i r - w a t e r  i n t e r f a c e  w h e r e  t h e s e  a p o ­

p r o t e i n s  r e a d i l y  f o r m  s t a b l e  m o n o l a y e r s .  D i f f e r e n t  

k i n e t i c  p r o c e s s e s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  f o r m a t  i o n  o f  

t h e s e  m o n o l a y e r s ;  a p o - A I  f o r m s  an  a d s o r b e d  m o n o l a y e r  b y  a
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d i f f u s i o n - c o n t r o l l e d  p r o c e s s  i n  w h i c h  a p o - A I  m o l e c u l e s  a t  

t h e  i n t e r f a c e  a r e  i n  e q u i l i b r i u m  w i t h  t h o s e  i n  s o l u t i o n  

t h r o u g h  r a p i d  a d s o r p t i o n  a n d  d e s o r p t i o n .  On t h e  o t h e r  

h a n d ,  a p o - A I I  a d s o r b s  t o  t h e  i n t e r f a c e  i r r e v e r s i b l y  w i t h  

a  r a t e  l i m i t i n g  s t e p  t h a t  p r e s u m a b l y  i n v o l v e s  a  c o n f o r m ­

a t i o n a l  c h a n g e .

F r o m  t h e s e  d i f f e r e n c e s  i n  s u r f a c e  p r o p e r t i e s  o f  

a p o - A I  a n d  a p o - A I I ,  t h e  s u b s t i t u t i o n  o f  a p o - A I I  f o r  

a p o - A I  i n  HDL c a n  b e  i n t e r p r e t e d  a s  a  c o m b i n a t i o n  o f  

d i s p l a c e m e n t ,  d u e  t o  t h e  r e l a t i v e l y  h i g h  s u r f a c e  a f f i n i t y  

o f  a p o - A I I ,  a n d  i t s  a b i l i t y  t o  i r r e v e r s i b l y  o c c u p y  t h e  

s u r f a c e  l e f t  b y  t h e  d e s o r b e d  a p o - A I  m o l e c u l e s .  A c c o r d i n g  

t o  t h i s  c o n c e p t ,  a n y  t r a n s f e r  o f  a p o - A I I  f r o m  o n e  

p a r t i c l e  t o  a n o t h e r  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  o c c u r  v i a  

s u r f a c e  c o l l i s i o n s  a n d  n o t  t h r o u g h  a  f l u i d  p h a s e ,  t h e  

l a t t e r  b e i n g  l i k e l y  t o  o c c u r  i n  t h e  c a s e  o f  a p o - A I  

e x c h a n g e  ( 9 5 ) .

1 . 5  O r i g i n  a n d  C a t a b o l i s m  o f  HDL

1 . 5 . 1 :  HDL s t r u c t u r e  i n  v i v o

P l a s m a  HDL e x i s t s  n o r m a l l y  a s  s p h e r i c a l  p a r t i c l e s  

c o m p o s e d  o f  a n  a p o l a r  c o r e  o f  c h o l e s t e r y l  e s t e r  a n d  

t r i g l y c e r i d e  w h i c h  i s  s t a b i l i s e d  b y  a  s h e l l  o f  p h o s p h o ­

l i p i d  a n d  a p o p r o t e i n s  ( F i g ,  7 ) .  I t  i s  b e l i e v e d  t h a t  t h i s  

f o r m  o f  HDL i s  t h e  p r o d u c t  o f  a  s e r i e s  o f  i n t r a v a s c u l a r  

m e t a b o l i c  p r o c e s s e s  o n  t h e  i n i t i a l l y  s e c r e t e d  p a r t i c l e .  

T h e r e  i s  g o o d  e v i d e n c e  t h a t  t h e  p r e c u r s o r s  o f  t h i s  

m a t u r e  HDL a r e  b i l a y e r  d i s c s  ( n a s c e n t  HDL) c o m p o s e d  

p r i m a r i l y  o f  p h o s p h o l i p i d ,  f r e e  c h o l e s t e r o l  a n d  a p o -
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p r o t e i n  w i t h  l i t t l e  c h o l e s t e r y l  e s t e r ,  t h e  a p o p r o t e i n  

e n c i r c l i n g  t h e  e d g e s  o f  t h e  l i p i d  b i l a y e r .  N a s c e n t  HDL 

p a r t i c l e s  a r e  t r a n s f o r m e d  i n t o  m a t u r e  ( s p h e r i c a l )  HDL b y  

t h e  a c t i o n  o f  t h e  e n z y m e  l e c i t h i n  : c h o l e s t e r o l  a c y l  

t r a n s f e r a s e  ( LCAT)  w h i c h  e s t e r  i f  i e s  c h o l e s t e r o l  b y  

t r a n s f e r r i n g  a  f a t t y  a c i d  g r o u p  f r o m  l e c i t h i n  t o  c h o l ­

e s t e r o l  w i t h  t h e  f o r m a t i o n  o f  l y s o l e c i t h i n  ( F i g .  8 ) a n d  

t h e  n e w l y  f o r m e d  c h o l e s t e r y l  e s t e r  m i g r a t e s  t o  t h e  

i n t e r i o r  ( c o r e )  o f  t h e  HDL p a r t i c l e .

I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  n a s c e n t  HDL i s  a  g o o d  

s u b s t r a t e  f o r  t h e  LCAT r e a c t i o n  ( 9 0 )  s i n c e  i t  c o n t a i n s  

a p o - A I  w h i c h  i s  k n o w n  t o  a c t i v a t e  t h e  e n z y m e  ( 9 1 ) .

P a t i e n t s  w i t h  i n h e r i t e d  ( f a m i l i a l )  ( 4 2 )  a n d  a c q u i r e d  

( c h o l e s t a s i s  ( 9 7 , 9 8 )  a n d  a l c o h o l i c  l i v e r  d i s e a s e  ( 9 8 , 9 9 ) )  

LCAT d e f i c i e n c y  h a v e  d i s c o i d a l  HDL p a r t i c l e s  r i c h  i n  

p h o s p h o l i p i d ,  u n e s t e r i f i e d  c h o l e s t e r o l ,  a n d  a p o - E  ( 4 n m  

t h i c k  a n d  1 5 - 2 0  nm i n  d i a m e t e r )  w h i c h  t e n d  t o  f o r m  

r o u l e a u x  s t r u c t u r e s .  When t h e s e  d i s c o i d a l  p a r t i c l e s  a r e  

p u r i f i e d  f r o m  t h e  p a t i e n t s '  p l a s m a  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  

n o r m a l  p l a s m a  o r  p u r i f i e d  LCAT, t h e y  a r e  t r a n s f o r m e d  i n t o  

s p h e r i c a l  p a r t i c l e s  s i m i l a r  t o  t h e  n o r m a l  HDL ( 9 - 1 1  nm 

d i a m e t e r )  ( 4 2 ) .  M o r e o v e r ,  c l i n i c a l  i m p r o v e m e n t  o f  t h e  

a c q u i r e d  LCAT d e f i c i e n c y  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  r e t u r n  o f  

t h e  d i s c o i d a l  HDL t o  t h e  n o r m a l  s p h e r i c a l  HDL ( 9 9 ) .  

S i m i l a r  d i s c o i d a l  s t r u c t u r e s  a r e  f o r m e d  when  a p o - H D L  i s  

r e c o m b i n e d  w i t h  p h o s p h o l i p i d - c h o l e s t e r o l  m i x t u r e s ,  w h i c h  

u p o n  t h e  a c t i o n  o f  LCAT a r e  t r a n s f o r m e d  i n t o  s p h e r i c a l  

p a r t i c l e s  r e s e m b l i n g  t h e  n a t i v e  HDL i n  s i z e  a n d  s h a p e  

( 1 0 0 ) .
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1 . 5 . 2 :  S o u r c e s  o f  HDL

N a s c e n t  HDL i s  d e r i v e d  f r o m  h e p a t i c  a n d  i n t e s t i n a l  

s e c r e t i o n ,  a s  w e l l  a s  f r o m  l i p o l y s i s  o f  t r i g l y c e r i d e - r i c h  

l i p o p r o t e i n s  ( c h y l o m i c r o n s  a n d  v e r y  l o w  d e n s i t y  l i p o ­

p r o t e i n s  ( F i g .  9 ) ) .

1) H e p a t i c  s e c r e t i o n :  P e r f u s i o n  e x p e r i m e n t s  p e r f o r m e d  

o n  r a t  l i v e r  u s i n g  e i t h e r  t h e  n o n - r e c i r c u l a t i n g  ( 1 0 1 ) o r  

r e c i r c u l a t i n g  ( 1 0 2 ) t e c h n i q u e ,  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  l i v e r  

c a n  s y n t h e s i s e  n a s c e n t  d i s c o i d a l  HDL p a r t i c l e s  r i c h  i n  

p h o s p h o l i p i d  a n d  p o o r  i n  c h o l e s t e r y l  e s t e r  w i t h  a p o - E  a s  

t h e  m a j o r  a p o p r o t e i n ;  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  c i r c u l a t i n g  HDL 

i n  w h i c h  a p o - A I  i s  t h e  m a j o r  a p o p r o t e i n .  A s i m i l a r  

p a t t e r n  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  p e r f u s a t e s  o f  o r o t i c  

a c i d - f a t t y  l i v e r s ,  w h i c h  s e c r e t e  v e r y  l i t t l e  VLDL,  r u l i n g  

o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  HDL i s  p r o d u c e d  f r o m  l i p o l y s i s  

o f  VLDL i n  t h e  p e r f u s a t e  ( 1 0 1 ) ,

R a t  l i v e r  h a s  b e e n  f o u n d  t o  s e c r e t e  44% o f  t h e  t o t a l  

p l a s m a  a p o - A I  a n d  a l m o s t  a l l  o f  i t s  a p o - E  ( 1 0 4 ) .

L i v e r  s e c r e t i o n  o f  HDL d o e s  n o t  a c c o u n t  f o r  a l l  t h e  

HDL p r e s e n t  i n  c i r c u l a t i o n .  H e p a t e c t o r a i s e d  a n i m a l s  s t i l l  

i n c o r p o r a t e  r a d i o a c t i v e  a m i n o  a c i d s  i n t o  p l a s m a  HDL 

s u g g e s t i n g  a  n o n h e p a t i c  s o u r c e  o f  HDL a p o p r o t e i n s  ( 1 0 3 ) ,

2)  I n t e s t i n a l  s e c r e t i o n :  D i s c o i d a l  n a s c e n t  HDL 

p a r t i c l e s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  m e se n te r ic  l y m p h  f r o m  f a s t i n g  

r a t s .  T h e s e  p a r t i c l e s  a r e  e n r i c h e d  i n  p h o s p h o l i p i d  a n d  

d e f i c i e n t  i n  c h o l e s t e r y l  e s t e r  w h e n  c o m p a r e d  t o  s e r u m  

HDL.  M e s e n t e r i c  l y m p h  f r o m  f a t - f e d  r a t s  a l s o  c o n t a i n s  

d i s c o i d a l  HDL,  b u t  t h e  r a t i o  o f  p h o s p h o l i p i d  t o  c h o l -
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e s t e r y l  e s t e r  i s  h i g h e r  t h a n  i n  t h e  f a s t i n g  l y m p h ,  a n d  

t h e  d i s c o i d a l  HDL i n  f a t t y  l y m p h  a c c o u n t s  f o r  30% o f  

l y m p h  HDL c o m p a r e d  t o  50% i n  f a s t i n g  l y m p h  ( 1 0 5 ) .  

F a s t i n g  l y m p h  HDL i s  r i c h  i n  a p o - A I  a n d  d e f i c i e n t  i n  

a p o - E ,  i n  c o n t r a s t  t o  h e p a t i c  HDL ( 1 0 5 ) . B i l e  d i v e r s i o n  

i n  t h e  r a t ,  w h i c h  d e p l e t e s  i n t e s t i n a l  e p i t h e l i a l  c e l l s  

a n d  m e s e n t e r i c  l y m p h  o f  t r i g l y c e r i d e - r i c h  l i p o p r o t e i n s ,  

r e s u l t e d  i n  s u s t a i n e d  m e s e n t e r i c  a p o - A I  a n d  HDL o u t p u t  

( 1 0 6 ) ,  w h i c h  m a y  i n d i c a t e  t h a t  i n t e s t i n a l  a p o - A I  s e c ­

r e t i o n  i s  r e s p o n s i v e  t o  o t h e r  s t i m u l i  a s  w e l l  a s  t o  

t r i g l y c e r i d e  a b s o r p t i o n .

H u ma n  i n t e s t i n e  s e c r e t e s  s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  o f  HDL 

a p o p r o t e i n s ,  a p o - A I  a n d  a p o - A I I .  C u l t u r e d  h u m a n  i n t e s t ­

i n a l  m u c o s a  h a s  b e e n  f o u n d  c a p a b l e  o f  s e c r e t i n g  n e w l y  

s y n t h e s i s e d  a p o - A I . a n d  t h e  s e c r e t i o n  i s  e n h a n c e d  t h r e e  

f o l d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  m i c e l l a r  l i p i d  s o l u t i o n s  ( 1 0 7 ) .  

I m m u n o f l u o r e s c e n c e  t e c h n i q u e s  ( 1 0 8 )  a p p l i e d  t o  i n t e s t i n a l  

b i o p s y  s p e c i m e n s  h a v e  s h o w n  t h a t  f a t  i n g e s t i o n  p r o m o t e s  

a p o - A I  s y n t h e s i s  i n  t h e  g u t  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  

o b s e r v a t i o n  i n  v i v o  t h a t  t h e  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  c o n t e n t  

o f  m e s e n t e r i c  l y m p h  f r o m  c h y l u r i c  s u b j e c t s  h a s  b e e n  s h o w n  

t o  i n c r e a s e  a f t e r  a  f a t t y  m e a l .  T h e  a m o u n t  o f  a p o - A I  a n d  

a p o - A I I  s e c r e t e d  b y  t h e  i n t e s t i n e  c a n  a c c o u n t  f o r  50  a n d  

33% o f  t h e  c a l c u l a t e d  d a i l y  s y n t h e t i c  r a t e  o f  a p o - A I  a n d  

a p o - A I I ,  r e s p e c t i v e l y  ( 1 0 9 ) .

D a t a  o n  t h e  s e c r e t i o n  o f  HDL f r o m  h u m a n  l i v e r  h a s  

b e e n  m o r e  d i f f i c u l t  t o  o b t a i n .  T u r n e r  e t  a l . ( 1 1 0 )  h a v e

i s o l a t e d  HDL2 f r o m  h u m a n  h e p a t i c  v e i n  w h e r e  i t  h a s  b e e n  

f o u n d  t o  c o n t a i n  a  m i x t u r e  o f  s p h e r i c a l  a n d  d i s c o i d a l
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p a r t i c l e s .  T h e  l a t t e r  w e r e  s i m i l a r  t o  t h e  d i s c o i d a l  HDL 

p a r t i c l e s  p r e s e n t  i n  t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  p a t i e n t s  

w i t h  LCAT d e f i c i e n c y .  I n  c o n t r a s t ,  HDL% i s o l a t e d  f r o m  

h e p a t i c  a r t e r y  a n d  HDL3 i s o l a t e d  f r o m  b o t h  h e p a t i c  v e i n  

a n d  a r t e r y ,  w e r e  c o m p o s e d  o f  s p h e r i c a l  p a r t i c l e s ,  

i d e n t i c a l  t o  n o r m a l  p l a s m a  HDL,

I n  a d d i t i o n  t o  t h e  d i f f e r e n c e  i n  a p o p r o t e i n  c o m p o ­

s i t i o n  b e t w e e n  h e p a t i c  a n d  i n t e s t i n a l  n a s c e n t  HDL,  t h e  

r a t i o  o f  p h o s p h o l i p i d  t o  c h o l e s t e r y l  e s t e r  i s  h i g h e r  i n  

t h e  i n t e s t i n a l  HDL ( 1 0 5 ) .  I t  i s  n o t  k n o w n  w h e t h e r  t h e  

d i f f e r e n t  c o m p o s i t i o n s  o f  h e p a t i c  a n d  i n t e s t i n a l  n a s c e n t  

HDL r e f l e c t  d i f f e r i n g  f u n c t i o n s .

3)  F o r m a t i o n  o f  HDL f r o m  c h y l o m i c r o n s  a n d  VLDL:

C h y l o m i c r o n s  a n d  VLDL,  d e r i v e d  f r o m  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  

a n d  t h e  l i v e r ,  r e s p e c t i v e l y ,  f u n c t i o n  a s  t r a n s p o r t e r s  o f  

t r i g l y c e r i d e  f r o m  s i t e s  o f  s y n t h e s i s  t o  t i s s u e s  r e q u i r i n g  

t h e m  f o r  s t o r a g e  o r  f o r  m e t a b o l i c  f u e l .  T h e y  c o n s i s t  o f  

p a r t i c l e s  c o n t a i n i n g  a  c o r e  o f  m a i n l y  t r i g l y c e r i d e  w h i c h  

i s  s t a b i l i s e d  b y  a m o n o l a y e r  s u r f a c e  f i l m  o f  p h o s p h o ­

l i p i d ,  a p o p r o t e i n ,  a n d  a  s m a l l  a m o u n t  o f  c h o l e s t e r o l .  

T h e s e  t r i g l y c e r i d e - r i c h  p a r t i c l e s  a r e  p a r t i a l l y  d e g r a d e d  

i n  s k e l e t a l  m u s c l e ,  a d i p o s e  t i s s u e  a n d  o t h e r  t i s s u e s  b y  

l i p o p r o t e i n  l i p a s e  ( L P L ) ,  a n  e n z y m e  o n  t h e  c a p i l l a r y  

e n d o t h e l i u m .  L i p o p r o t e i n  l i p a s e  s e l e c t i v e l y  h y d r o l y s e s  

t h e  l i p o p r o t e i n  t r i g l y c e r i d e s  f o r m i n g  p a r t i a l  g l y c e r i d e s  

a n d  f a t t y  a c i d s  t h a t  a r e  p a r t l y  t a k e n  u p  b y  t h e  t i s s u e s  

a n d  p a r t l y  r e m o v e d  b y  a l b u m i n .  As  t r i g l y c e r i d e  i s  

r e m o v e d ,  t h e  c h y l o m i c r o n  s h r i n k s  a n d  i s  r e l e a s e d  b a c k  

i n t o  t h e  c i r c u l a t i o n  a s  a  r e m n a n t  p a r t i c l e  c o n t a i n i n g  t h e
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c h o l e s t e r y l  e s t e r  a n d  r e s i d u a l  t r i g l y c e r i d e  t h a t  i s  

r a p i d l y  a s s i m i l a t e d  b y  t h e  l i v e r  ( 1 1 1 ) .  F r e s h  c h y l o ­

m i c r o n s  i s o l a t e d  f r o m  t h o r a c i c  d u c t  ( 1 1 2 ) o r  i n t e s t i n a l  

( 1 0 8 )  l y m p h  c o n t a i n  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  w h i l e  p l a s m a  

c h y l o m i c r o n s  c o n t a i n  v e r y  l i t t l e  o r  no  s u c h  a p o p r o t e i n s  

w h i c h  i n d i c a t e  t h e  l o s s  o f  a p o p r o t e i n s  f r o m  c h y l o m i c r o n s .  

S u b s e q u e n t l y ,  t h e s e  a p o p r o t e i n s  a r e  f o u n d  on  HDL. T h e  

m a j o r  p o r t i o n  o f  VLDL a n d  c h y l o m i c r o n s  a p o - C  a n d  p h o s p h o ­

l i p i d s  ( 1 1 3 , 1 1 4 )  a r e  t r a n s f e r r e d  t o  HDL d u r i n g  l i p o l y s i s  

( F i g .  1 0 ) .  T h i s  m e t a b o l i c  l i n k  b e t w e e n  t h e  t r i g l y c e r i d e  

r i c h  l i p o p r o t e i n s  a n d  HDL may go  s ome  way t o  e x p l a i n i n g  

t h e  r e c i p r o c a l  r e l a t i o n s h i p  o b s e r v e d  i n  t h e i r  p l a s m a  

c o n c e n t r a t i o n s  ( 1 1 4 ) .

L i p o l y s i s  o f  c h y l o m i c r o n s  a n d  VLDL l e a d s  t o  s e l e c t ­

i v e  r e m o v a l  o f  t r i g l y c e r i d e  w h i c h  c a u s e s  s h r i n k a g e  o f  t h e  

l i p o p r o t e i n  c o r e .  T h i s  i n  t u r n  c a u s e s  r e d u n d a n c y  o f  t h e  

p o l a r  s u r f a c e  c o n s t i t u e n t s - p h o s p h o l i p i d , u n e s t e r i f i e d  

c h o l e s t e r o l  a n d  a p o p r o t e i n s .  T h e  d e c r e a s e  i n  t h e  c o r e  

v o l u m e  i n c r e a s e s  t h e  l a t e r a l  p r e s s u r e  o n  t h e  s u r f a c e  o f  

t h e  p a r t i c l e  c a u s i n g  t h e  s u r f a c e  m o n o l a y e r  t o  f o l d  i n t o  

b i l a y e r s  t h a t  p r o t r u d e  f r o m  t h e  p a r t i c l e  ( F i g .  1 1 )  ( 9 0 ) .

S u c h  f o l d s  o f  b i l a y e r  m e m b r a n e  may b e  s e e n  a r i s i n g  f r o m  

t h e  c h y l o m i c r o n  s u r f a c e  w h e n  t r e a t e d  w i t h  l i p a s e  i n  v i t r o  

( 1 1 5 ) .  S o me  o f  t h e  b i l a y e r  may d i s s o c i a t e  a s  d i s c o i d a l  

m i c e l l e s  c o n t a i n i n g  a p o - A  a n d  a p o - C  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  

p h o s p h o l i p i d  a n d  c h o l e s t e r o l .  B u t  s i n c e  t h e  a m o u n t  o f  

t h e  a p o p r o t e i n s  i s  n o t  e n o u g h  t o  c o n v e r t  a l l  t h e  b i l a y e r  

t o  d i s c s ,  m o s t  o f  t h e  b i l a y e r  f r a g m e n t s  may s p l i t  f r o m  

t h e  p a r t i c l e  s u r f a c e  a s  l a r g e r  s h e e t s  t h a t  c a n  f o r m
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p h o s p h o l i p i d  v e s i c l e s .  T h e s e  s h e e t s  a n d  v e s i c l e s  a r e  

c o n v e r t e d  i n t o  d i s c s  b y  c a p t u r i n g  a p o p r o t e i n s  f r o m  

c i r c u l a t i n g  HDL w h i c h  b e c o m e s  t h e r m o d y n a m i c a l l y  u n s t a b l e  

a n d  c o u l d  f u s e  w i t h  t h e  c h y l o m i c r o n  r e m n a n t s  w h i c h  a r e  

t h e n  a v i d l y  t a k e n  u p  b y  t h e  l i v e r  ( 1 1 6 ) .  T h e  v e s i c l e s  o r  

d i s c s  f o r m e d  may b e  c o n v e r t e d  t o  s p h e r i c a l  HDL s e c o n d a r y  

t o  t h e  a c t i o n  o f  LCAT, o r  b e  i n s e r t e d  d i r e c t l y  i n t o  HDL3 

p r o d u c i n g  HDL2 ( 9 0 ) .

1 . 5 . 3 :  C a t a b o l i s m  o f  HDL

HDL c o m p o n e n t s  a r e  c a t a b o l  i s e d , a t  l e a s t  i n  p a r t ,  

i n d e p e n d e n t l y  o f  t h e  r e m o v a l  o f  HDL p a r t i c l e s  f r o m  t h e  

c i r c u l a t i o n .  I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  b y  k i n e t i c  s t u d i e s  

t h a t  t h e  c h o l e s t e r o l  e s t e r  o f  HDL h a s  a  h i g h e r  t u r n o v e r  

r a t e  t h a n  HDL a p o p r o t e i n - A  ( 1 1 7 ) ,  w h i c h  may  r e f l e c t  t h e i r  

d i f f e r e n t  c a t a b o l i c  f a t e s .

T h e  l i v e r  h a s  b e e n  c o n s i d e r e d  a s  t h e  m a j o r  c a t a b o l i c  

s i t e  o f  HDL. H o w e v e r ,  t h e r e  i s  i n c r e a s i n g  e v i d e n c e  t h a t  

o t h e r  o r g a n s  a n d  t i s s u e s  c o n t r i b u t e  s i g n i f i c a n t l y  t o  HDL 

c a t a b o l i s m  ( 1 1 8 , 1 1 9 ) .  I n  t h e  r a t ,  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  

t h e  l i v e r  a n d  s m a l l  i n t e s t i n e  a r e  t h e  m a j o r  s i t e s  o f  

u p t a k e  o f  i n t r a v e n o u s l y  a d m i n i s t e r e d  r a d i o i o d i n a t e d  HDL.  

Up t o  10% a n d  3 . 5 %  o f  i n j e c t e d  d o s e  h a s  b e e n  r e c o v e r e d  

a f t e r  6 h r  i n  t h e  l i v e r  a n d  i l e u m ,  r e s p e c t i v e l y  ( 1 2 0 , 

1 2 1 ) .  M o r e o v e r ,  t h e  a d r e n a l  g l a n d  i n  t h e  r a t  a n d  m o n k e y  

( 1 2 2 )  a n d  t h e  k i d n e y  i n  t h e  d o g  ( 1 2 3 )  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  

b i n d  r a d i o i o d i n a t e d  HDL.

A p a r t i c u l a r  s u b f r a c t i o n  o f  HDL, HDLc , w h i c h  i s  r i c h  

i n  a p o p r o t e i n  E,  may h a v e  a  d i s t i n c t  r o l e  d i f f e r e n t  f r o m  

t h e  b u l k  o f  n o n - E  c o n t a i n i n g  HDL.  As  d i s c u s s e d  a b o v e .
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s u c h  p a r t i c l e s  c a n  b e  i s o l a t e d  f r o m  n o r m a l  p l a s m a  HDL2 o r  

i n d u c e d  b y  c h o l e s t e r o l  f e e d i n g  i n  a n i m a l s  a n d  i n t e r n a l ­

i s e d  a n d  d e g r a d e d  b y  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r s  o f  h u m a n  

f i b r o b l a s t s .  T h i s  b i n d i n g  c a p a c i t y  o f  HDLc h a s  b e e n  

a b o l i s h e d  o n  mod i f i c a t i o n  o f  t h e  a r g i n i n e  r e s i d u e s  o f  

a p o - E  b y  c y c l o h e x a n e d i o n e  ( 1 2 4 ) .  T h u s  t h i s  HDL f r a c t i o n  

m a y  b e  r e m o v e d  p r e d o m i n a n t l y  b y  r e c e p t o r - m e d i a t e d  

p r o c e s s e s .

1 . 5 , 4 :  HDL a p o p r o t e i n  t u r n o v e r  s t u d i e s

I n d i v i d u a l  m o l e c u l e s  o f  p r o t e i n s  i n  t h e  b o d y  d o  n o t  

s e r v e  t h e  o r g a n i s m  f o r  l i f e  b u t  a r e  c o n t i n u a l l y  b e i n g  

d e g r a d e d  a n d  r e p l a c e d  b y  n e w l y  s y n t h e s i s e d  m o l e c u l e s ,  a n d  

i t  i s  t h e  b a l a n c e  o f  t h e s e  t w o  p r o c e s s e s  w h i c h  d e t e r m i n e s  

t h e  a c t u a l  b o d y  p o o l  o f  a  p r o t e i n  a t  a n y  t i m e .  T h u s  t h e  

b i o l o g i c a l  s y s t e m  c a n  b e  c o n s i d e r e d  a s  a n  o p e n  s y s t e m  i n  

a  s t e a d y  s t a t e .

T h e  d i f f e r e n t  s t r u c t u r a l  r o l e s  o f  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  

a n d  t h e i r  d i f f e r e n t  s t a b i l i t i e s  i n  HDL a s  w e l l  a s  t h e i r  

d i f f e r e n t  i n t e r a c t i o n  m o d e s  w i t h  o t h e r  l i p o p r o t e i n s  a n d  

l i p i d  b i l a y e r s  may i n d i c a t e  d i f f e r e n t  c a t a b o l i c  r a t e s .  

W h e n  h u m a n  r a d i o i o d i n a t e d  HDL w a s  i n j e c t e d  i n t o  r a t s ,  i t  

wa s  f o u n d  t h a t  i t s  a p o - A I  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  c i r c u l a ­

t i o n  m o r e  s l o w l y  t h a n  a p o - A I I  ( 1 2 1 ) .

M o r e o v e r ,  m e t a b o l i c  s t u d i e s  i n  man s u g g e s t  d i s p a r a t e  

r e m o v a l  r a t e s  o f  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  i n  n o r m o - l i p i d a e m i a  

( 1 2 5 - 1 2 7 ) ,  h y p e r t r i g l y c e r i d a e m i a  ( 1 2 6 , 1 2 7 )  a n d  i n
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h o m o z y g o u s  T a n g i e r  d i s e a s e  ( 1 2 5 ) ,  I n  c o n t r a s t ,  B l u m  

e t  a l ,  ( 1 2 8 )  h a v e  r e p o r t e d  i d e n t i c a l  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  

r e m o v a l  r a t e s  i n  n o r m a l  c o n t r o l s ,  a f t e r  c a r b o h y d r a t e  d i e t  

a n d  o n  n i c o t i n i c  a c i d  t h e r a p y .

D i f f e r e n c e s  i n  t h e  f r a c t i o n a l  r e m o v a l  r a t e s  o f  

a p o - A I  a n d  a p o - A I I  r e p o r t e d  by  d i f f e r e n t  w o r k e r s  m a y  b e  

a t t r i b u t e d  t o  t h e  d i f f e r e n t  m e t h o d o l o g i e s  u s e d .

1 , 5 . 5 :  T h e  r o l e  o f  l i p a s e s  i n  HDL m e t a b o l i s m : As

m e n t i o n e d  b e f o r e ,  t h e  a c t i o n  o f  l i p o p r o t e i n  l i p a s e  l e a d s  

t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  HDL 2 p a r t i c l e s  b y  t r a n s f e r r i n g  

c h o l e s t e r o l  a n d  p h o s p h o l i p i d  f r o m  c h y l o m i c r o n s  a n d  VLDL 

t o  t h e  HDL f r a c t i o n s  ( m o s t l y  HDL3 ) r e s u l t i n g  i n  a  

d e c r e a s e  i n  t h e i r  d e n s i t y .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  h e p a t i c  

l i p a s e  h y d r o l y s e s  HDL2 p h o s p h o l i p i d s  r e s u l t i n g  i n  a  

d e c r e a s e  i n  i t s  l i p i d  c o n t e n t  a n d  a n  i n c r e a s e  i n  i t s  

d e n s i t y ,  w h i c h  m a y  l e a d  e i t h e r  t o  i t s  c a t a b o l i s m  i n  t h e  

l i v e r  o r  i t s  c o n v e r s i o n  t o  HDL3 a n d  s u b s e q u e n t  r e t u r n  t o  

t h e  c i r c u l a t i o n .  A s i g n i f i c a n t  n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n  h a s  

b e e n  r e p o r t e d  b e t w e e n  t h e  HDL2 - c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n  

a n d  h e p a t i c  l i p a s e  a c t i v i t y  i n  n o r m a l  s u b j e c t s .  I t  i s  

n o t e w o r t h y  t h a t  f e m a l e s  h a v e  h i g h e r  l i p o p r o t e i n  l i p a s e  

a n d  l o w e r  p o s t  h e p a r i n  p l a s m a  h e p a t i c  l i p a s e  a c t i v i t i e s  

t h a n  m a l e s ,  c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  f e m a l e s  

h a v e  h i g h e r  HDL2 l e v e l s  t h a n  m a l e s .  T h e s e  o b s e r v a t i ­

o n s  may  e x p l a i n  t h e  r o l e  o f  t h e  l i p a s e s  i n  r e g u l a t i n g  HDL 

m e t a b o l i s m  w h e r e  l i p o p r o t e i n  l i p a s e  r e g u l a t e s  t h e
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c o n v e r s i o n  o f  HDL3 t o  HDL2 a n d  h e p a t i c  l i p a s e  r e m o v e s  

c h o l e s t e r o l  a n d  p h o s p h o l i p i d  f r o m  HDL2 , c o n v e r t i n g  i t  

b a c k  t o  HDL3 ( F i g .  1 0 ) .

1 . 6  F u n c t i o n s  o f  HDL

HDL p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  l i p o p r o t e i n  

m e t a b o l i s m  w h i c h  m a y  e x p l a i n  i t s  f u n c t i o n  a s  a n  a n t i ­

a t h e r o g e n i c  f a c t o r .  T h e  m a i n  f u n c t i o n s  o f  HDL a r e :

1) I t  i s  t h e  p r i n c i p a l  s u b s t r a t e  f o r  p l a s m a  LCAT,  t h e  

e n z y m e  r e s p o n s i b l e  f o r  e s t e r i f  i c a t  i o n  o f  m o s t  o f  t h e  

c h o l e s t e r o l  i n  p l a s m a  ( 1 3 0 ) .  A p o - A I  i n  HDL i s  t h e  m a i n  

a c t i v a t o r  o f  t h e  e n z y m e  LCAT ( 1 3 1 ) .  I n  c o n t r a s t ,  l i g h t e r  

d e n s i t y  c l a s s e s  o f  HDL ( 1 3 2 )  i n h i b i t  t h e  a c t i o n  o f  LCAT,  

M o r e o v e r ,  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  a p o - A I I ,  i n c o r p o r a t e d  

i n t o  l e c i t h i n - c h o l e s t e r o l  v e s i c l e s ,  h a s  n o  e f f e c t  o n  LCAT 

a c t i v i t y ,  b u t  when  i t  i s  a d d e d  t o  v e s i c l e s  i n c o r p o r a t i n g  

a p o - A I , i t  i n h i b i t s  t h e  LCAT a c t i v i t y  v i a  t h e  d i s p l a c e ­

m e n t  o f  a p o - A I  f r o m  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  v e s i c l e ,  a n d  t h e  

LCAT a c t i v i t y  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  n u m b e r  o f  a p o - A I  

m o l e c u l e s  i n  t h e  v e s i c l e  ( 1 3 3 ) .

2)  I t  p r o v i d e s  a  r e s e r v o i r  f o r  C - a p o p r o t e i n s  w h i c h  a r e  

l i p a s e  a c t i v a t o r s .  A p o - C I I  i s  t h e  p r i n c i p a l  a c t i v a t o r  o f  

l i p o p r o t e i n  l i p a s e  ( 1 3 4 ) ,

3)  I t  h a s  a n  e s s e n t i a l  r o l e  i n  t h e  r e m o d e l l i n g  o f  

t r i g l y c e r i d e  r i c h  l i p o p r o t e i n s  d u r i n g  t h e  r a p i d  c a t a b o l ­

i s m  by  l i p o p r o t e i n  l i p a s e .  T h i s  i s  n e c e s s a r y  i n  o r d e r  t o  

p r e s e r v e  s t r u c t u r a l  i n t e g r i t y  a n d  p r o m o t e  e f f i c i e n t  

l i p o l y s i s .  D u r i n g  h y d r o l y s i s  o f  t r i g l y c e r i d e s  f r o m  t h e
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c o r e  o f  c h y l o m i c r o n s  a n d  VLDL,  p r o g r e s s i v e  l o s s  o f  

s u r f a c e  c o m p o n e n t s ,  i e ,  p h o s p h o l i p i d ,  u n e s t e r i f i e d  

c h o l e s t e r o l  a n d  a p o p r o t e i n s  t a k e s  p l a c e .  T h e s e  c o m ­

p o n e n t s  a r e  t r a n s f e r r e d  t o  HDL w h e r e  t h e  p h o s p h o l i p i d  i s  

h y d r o l y s e d  a n d  c h o l e s t e r o l  e s t e r  i f  l e d  b y  t h e  a c t i o n  o f  

LCAT.  T h e  c h o l e s t e r o l  e s t e r  p r o d u c e d  i s  t r a n s f e r r e d  b a c k  

t o  VLDL.  T h e  r e m n a n t s  o f  c h y l o m i c r o n s  a n d  VLDL,  a f t e r  

t h e  r e m o v a l  o f  p a r t  o f  t h e  s u r f a c e  c o m p o n e n t s  a n d  

h y d r o l y s i s  o f  m o s t  o f  t h e  c o r e  t r i g l y c e r i d e s ,  a r e  t a k e n  

up  a n d  c a t a b o l i s e d  b y  t h e  l i v e r  ( 9 0 , 1 3 5 ) .

4)  I t  c a n  r e m o v e  a n d  i n c o r p o r a t e  c h o l e s t e r o l  f r o m  

c u l t u r e d  c e l l s .

I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  HDL o r  r e c o m b i n a n t  HDL 

p a r t i c l e s  ( m a d e  f r o m  a p o - H D L  a n d  p h o s p h o l i p i d )  r e m o v e  

c h o l e s t e r o l  f r o m  a s c i t e s  c e l l  c u l t u r e s  ( 1 3 6 , 1 3 7 ) .  

M o r e o v e r ,  t h e  p r e s e n c e  o f  HDL,  w h i c h  a c t s  a s  c h o l e s t e r o l  

a c c e p t o r ,  i n  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  p r o m o t e s  c y t o p l a s m i c  

c h o i e s t e r o l - e s t e r  h y d r o l y s i s  i n  m a c r o p h a g e s  ( 1 3 8 ) ,

5 )  I t  ma y  a l s o  d e c r e a s e  t h e  a t h e r o g e n i c  p r o c e s s  c a u s e d  

b y  LDL b y  I a )  i n h i b i t i n g  t h e  c e l l  i n j u r y  w h i c h  o c c u r s  

w h e n  LDL i s  i n c u b a t e d  t o g e t h e r  w i t h  e n d o t h e l i a l  c e l l s  

f r o m  h u m a n  u m b i l i c a l  c o r d  v e i n s  ( 1 3 9 ) ;  a n d  b )  p a r t i a l l y  

i n h i b i t i n g  t h e  u p t a k e  a n d  d e g r a d a t i o n  o f  LDL b y  c u l t u r e d  

c e l l s ,  e g  p o r c i n e  a r t e r i a l  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  ( 1 4 0 )  a n d  

h um a n  f i b r o b l a s t s  ( 1 4 1 ) .



SECTION 2 :  METHODOLOGY
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2 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  HDL;

V e n o u s  b l o o d  w a s  c o l l e c t e d  f r o m  h u ma n  s u b j e c t s  a f t e r  

a  14 h o u r s  f a s t  i n t o  0 . 0 1 %  N a 2 EDTA a n d  t h e  p l a s m a ,  

s e p a r a t e d  b y  l o w  s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n  a t  4 ° C ,  u s e d  t o  

i s o l a t e  HDL ( 6 5 ) .  P l a s m a  w a s  r a i s e d  t o  a  d e n s i t y  o f  

1 . 0 6 3  k g / 1  b y  a d d i n g  s o l i d  KBr  ( 0 , 0 8 3 4  g m / m l  ) a n d  

t r a n s f e r r e d  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  t u b e  

w h e r e  i t  w a s  o v e r l a y e r e d  w i t h  a  s o l u t i o n  o f  d 1 . 0 6 3  k g / 1  

a n d  s u b j e c t e d  t o  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 0 , 0 0 0  g a n d  15° C f o r  

20 h o u r s .  T h e  u p p e r  l a y e r ,  w h i c h  c o n t a i n s  VLDL a n d  LDL,  

w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  i n f r a n a t a n t  d e n s i t y  w a s  r a i s e d  t o  

1 . 2 1  k g / 1  b y  a d d i n g  s o l i d  KBr  ( 0 . 2 3 6  g m / m l )  a n d  t h e n  

o v e r l a y e r e d  w i t h  1 . 2 1  k g / 1  d e n s i t y  s o l u t i o n  a n d  

c e n t r i f u g e d  a t  1 4 5 , 0 0 0  g a n d  1 5 ° C  f o r  24  h o u r s .  T h e  

s u p e r n a t a n t  n o w c o n t a i n i n g  HDL,  w a s  w a s h e d  o n c e  b y  

r e c e n t r i f u g a t i o n  a t  d 1 . 2 1  k g / 1  f o r  a  f u r t h e r  24  h o u r s  

a n d  t h e n  d i a l y s e d  a g a i n s t  0 . 1 5 M  N a C l / 0 . 0 1 %  Na 2 EDTA 

b u f f e r ,  pH 7 . 0 .  HDL p r e p a r e d  b y  t h i s  m e t h o d  w a s  f r e e  

f r o m  a l b u m i n  a s  d e t e c t e d  b y  d o u b l e  i m m u n o - d i f f u s i o n .

2 . 2  HDL S u b f r a c t i o n a t i o n :

HDL w a s  s u b f r a c t i o n a t e d  i n t o  i t s  m a i n  s u b c l a s s e s  

HDL2 a n d  HDL3 by  m e a n s  o f  r a t e  z o n a l  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  

( 7 2 , 7 3 ) .  P l a s m a  was  a d j u s t e d  t o  a  d e n s i t y  o f  1 . 4  k g / 1  by  

t h e  a d d i t i o n  o f  s o l i d  KBr  ( 0 . 5 3 2  g m / m l )  a n d  a  k n o w n  

v o l u m e  a p p l i e d  t o  t h e  p e r i p h e r y  o f  a z o n a l  r o t o r  ( T i l  4 ,  

B e c k m a n ,  P a l o  A l t o ,  C . A . )  w h i c h  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  

l o a d e d  w i t h  a  d i s c o n t i n u o u s  g r a d i e n t  o f  N a Br  s o l u t i o n  o f  

d e n s i t y  1 . 0 - 1 . 4  k g / 1 .  T h e  g r a d i e n t  was  f o r m e d  u s i n g  a n



37

LKB g r a d i e n t  m a k e r  ( U l t r o g r a d  1 1 3 0 0 ,  LKB,  B r o m m a  1 ,  

S w e d e n )  w h i c h  p u m p e d  s o l u t i o n s  o f  1 . 0  k g / 1  a n d  1 . 4  k g / 1  

i n  a p p r o p r i a t e  p r o p o r t i o n s  i n t o  t h e  r o t o r  w h i c h  w a s  

s p i n n i n g  a t  3 , 5 0 0  r p m .  A p p l i c a t i o n  o f  t h e  s a m p l e  w a s  

f o l l o w e d  b y  a  c u s h i o n  o f  2 0 - 4 0  ml  o f  t h e  h i g h e r  d e n s i t y  

s o l u t i o n  t o  e n s u r e  t h a t  t h e  e n t i r e  s a m p l e  w a s  w i t h i n  t h e  

r o t o r .  T h e  r o t o r  w a s  c a p p e d ,  a c c e l e r a t e d  t o  4 1 , 0 0 0  r p m 

( 1 2 5 , 0 0 0  g a t  t h e  p e r i p h e r y )  a n d  m a i n t a i n e d  a t  t h i s  s p e e d  

a t  1 5 ° C  f o r  21 h o u r s .  A t  t h e  e n d  o f  t h e  r u n ,  t h e  r o t o r  

w a s  d e c e l e r a t e d  t o  3 , 5 0 0  r pm a n d  i t s  c o n t e n t s  d i s p l a c e d  

b y  p u m p i n g  h i g h  d e n s i t y  s o l u t i o n  i n t o  t h e  p e r i p h e r y  a t  a  

r a t e  o f  21 m l / m i n u t e .  T h e  r o t o r  e f f l u e n t  w a s  m o n i t o r e d  

b y  c o n t i n u o u s  m e a s u r e m e n t  o f  a b s o r b a n c e  a t  280  nm i n  a n  

a b s o r b a n c e  m o n i t o r  ( I  SCO M o d e l  U A - 5 ,  I  S C O , L i n c o l n ,  

N e b r a s k a )  a n d  c o l l e c t e d  i n t o  1 4 . 0  ml  f r a c t i o n s .  T h e  p e a k  

f r a c t i o n s  c o r r e s p o n d i n g  t o  HDL2 a n d  HDL3 w e r e  p o o l e d ,  

d i a l y s e d  e x h a u s t i v e l y  a g a i n s t  0 . 1 5 M  N a C l / 0 . 0 1 %  N a 2 EDTA, 

pH 7 . 0 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  b y  p r e s s u r e  f i l t r a t i o n  i n  a  

D i a f l o  c e l l  ( A m i c o n  C o r p . ,  L e x i n g t o n ,  M a s s . 0 2 1 7 3 ) .

2 . 3  Q u a n t i t a t i o n  o f  HDL 2  a n d  HDL3 f r o m  t h e  z o n a l

p a t t e r n :

T h e  a r e a  u n d e r  t h e  a b s o r p t i o n  c u r v e  f r o m  t h e  z o n a l  

e l u t i o n  p r o f i l e  w a s  i n t e g r a t e d  a n d  u s e d  t o  c a l c u l a t e  t h e  

p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e s e  s u b f r a c t i o n s  f r o m  t h e  

k n o w l e d g e  o f  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  HDL2 a n d  HDL3 

( 0 . 6  a n d  0 . 8 6 , r e s p e c t i v e l y )  a n d  t h e i r  c h e m i c a l  c o m p o ­

s i t i o n  ( 2 9 ) .
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2 . 4  A n t i b o d y  P r e p a r a t i o n  ;

A n t i b o d i e s  w e r e  r a i s e d  i n  New Z e a l a n d  w h i t e  r a b b i t s  

a g a i n s t  p u r i f i e d  ( 1 4 2 )  h u m a n  a p o - A I  a n d  a p o - A I I .  A 

s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  1 . 0  mg o f  a n t i g e n  w a s  s o n i c a t e d  w i t h  

a n  e q u a l  v o l u m e  o f  F r e u n d ' s  c o m p l e t e  a d j u v a n t  a n d  

i n j e c t e d  i n t o  m u l t i p l e  s u b c u t a n e o u s  s i t e s  o f  t h e  r a b b i t .  

T h r e e  a d d i t i o n a l  I n j e c t i o n s  o f  s i m i l a r  p r o t e i n  c o n t e n t ,  

m i x e d  w i t h  F r e u n d ' s  i n c o m p l e t e  a d j u v a n t ,  w e r e  g i v e n  a t  3 

w e e k  i n t e r v a l s .  T e n  d a y s  a f t e r  t h e  l a s t  i n j e c t i o n ,  b l o o d  

w a s  w i t h d r a w n  a n d  s e r u m  w a s  s e p a r a t e d  a n d  s t o r e d  a t  

- 2 0 ° C .

T h e  a n t i b o d i e s  w e r e  c h e c k e d  a g a i n s t  p u r i f i e d  a p o - A I  

a n d  a p o - A I I  i n  a n  O u c h t e r l o n y  p l a t e  a n d  w e r e  f o u n d  t o  b e  

m o n o s p e c i f i c .  T h e y  d i d  n o t  r e a c t  w i t h  a n y  o f  t h e  o t h e r  

a p o l i p o p r o t e i n s  B,  E o r  C o r  w i t h  a l b u m i n .

2 . 5  R a d i o l a b e l l i n g  o f  HDL:

HDL o r  i t s  s u b t r a c t i o n s  w e r e  l a b e l l e d  w i t h  e i t h e r  

125% o r  1 3 1 1 b y  t h e  i o d i n e  m o n o c h l o r i d e  t e c h n i q u e  o f  

M c F a r l a n e  ( 1 4 3 ) ,  1 0 0  n m o l  o f  HDL p r o t e i n  i n  1 . 5  m l  o f

1 . 0  M g l y c i n e  b u f f e r ,  pH 1 0 . 0 ,  wa s  m i x e d  w i t h  2 . 0  mCi  o f  

r a d i o i o d i d e  i n  t h e  f o r m  o f  Na * I  ( p u r c h a s e d  f r o m  A m e r s h a m  

I n t e r n a t i o n a l  P i c ,  W h i t e  L i o n  R o a d ,  A m e r s h a m ,  B u c k i n g h a m ­

s h i r e ,  E n g l a n d  HP7 9 L L ) , t h e n  200  n m o l  o f  I C I  w e r e  a d d e d  

a n d  m i x e d  t h o r o u g h l y  a n d  i m m e d i a t e l y  t h e  i o d i n a t e d  

p r o t e i n  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  u n b o u n d  r a d i o i o d i d e  b y  g e l  

f i l t r a t i o n  t h r o u g h  a  1 . 0  x 25 cm G10 S e p h a d e x  c o l u m n .  T h e  

e l u t i o n  b u f f e r  c o n t a i n e d  0 .  1M T r i s  HCl  , 0 . 1 5 M  N a C l  a n d

0 . 0 1 %  N a ^ E D T A ,  pH 8 . 6 . L a b e l l i n g  e f f i c i e n c y  d e t e r m i n e d
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by  p a p e r  e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  a p p r o x i m a t e l y  50%.  L e s s  t h a n  

1 % o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  l i p i d  a n d  

g r e a t e r  t h a n  97% w a s  p r e c i p i t a b l e  i n  5% t r i c h l o r o a c e t i c  

a c i d .

2 . 6  P r e p a r a t i o n  o f  t h e  a n t i b o d y  gamma g l o b u l i n  f r a c t i o n :

E a c h  1 . 0  ml  o f  a n t i s e r u m  w a s  m i x e d  w i t h  1 8 0  mg o f

a n h y d r o u s  s o d i u m  s u l p h a t e  a n d  r o t a t e d  e n d - o v e r - e n d  f o r  30 

m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  

c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0  r p m  f o r  20 m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a ­

t u r e  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d .  T h e  p r e c i p i t a t e  

w a s  w a s h e d  t w i c e  w i t h  a  d o u b l e  v o l u m e  o f  18% s o d i u m  

s u l p h a t e  s o l u t i o n  a n d  d i s s o l v e d  i n  a  v o l u m e  o f  0 . 1 5M N a Cl  

d e s i g n e d  t o  r e s t o r e  i t  t o  i t s  o r i g i n a l  c o n c e n t r a t i o n .  

T h i s  gamma g l o b u l i n  f r a c t i o n  w a s  t h e n  d i a l y s e d  a g a i n s t  

0 . 1 5M N a C l / 0 . 0 1 %  N a 2 EDTA ( 1 4 4 ) .

2 . 7  P r e p a r a t i o n  o f  a n t i - a p o - A I I  i m m u n o a f f i n i t y  c o l u m n  :

1) T h e  gamma g l o b u l i n  f r a c t i o n  o f  a n t i - a p o - A I I  w a s  

p r e p a r e d  a n d  c o n j u g a t e d  t o  CNBr  a c t i v a t e d  S e p h a r o s e  4B 

( P h a r m a c i a  F i n e  C h e m i c a l s ,  U p p s a l a ,  S w e d e n )  a s  f o l l o w s :

1 . 0  gm o f  t h e  S e p h a r o s e  p o w d e r  w a s  w a s h e d  w i t h  2 0 0  ml  

0 . 0 1 M HCl o v e r  a  p e r i o d  o f  15 m i n u t e s  i n  a g l a s s  f i l t e r  

t h e n  m i x e d  w i t h  1 . 0  m l  o f  a n t i - a p o - A I I  gamma g l o b u l i n ,  

w h i c h  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  d i l u t e d  w i t h  0 . 4  ml  o f  a  b u f f e r  

s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  0 . 3 5 M  NaHCOg a n d  1 . 7 5 M  N a C l .  T h e  

m i x t u r e  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  t u b e  a n d  r o t a t e d  e n d - o v e r -  

e n d  f o r  2 h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .
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2)  T h e  s u s p e n s i o n  wa s  t h e n  s p r e a d  o n  a  g l a s s  f i l t e r  

a n d  w a s h e d  o n c e  w i t h  5 m l  b i c a r b o n a t e  b u f f e r  ( O . I M  

N a H C O g / O . 5M N a C l ,  pH 8 . 0 )  t o  r e m o v e  u n b o u n d  m a t e r i a l .

3 )  T h e  r e m a i n i n g  a c t i v e  g r o u p s  o n  t h e  g e l  w e r e  

r e a c t e d  w i t h  1.0M e t h a n o l a m i n e  a t  pH 8 , 0  f o r  2 h o u r s .

4 )  T h e  n o n - c o v a l e n t l y  a d s o r b e d  p r o t e i n  w a s  r e m o v e d  

b y  t h r e e  w a s h i n g  c y c l e s ,  e a c h  c y c l e  c o n s i s t i n g  o f  a  w a s h  

a t  pH 4 . 0  ( O . I M  A c O N a / I . O M  N a C l )  f o l l o w e d  b y  a  w a s h  a t  pH

8 . 0  ( O . I M  b o r a t e / 1 . O M  N a C l ) ,  M o r e  t h a n  95% o f  t h e  

s t a r t i n g  p r o t e i n  w a s  c o u p l e d  t o  t h e  g e l .

5 )  T h e  a n t i b o d y  c o u p l e d  t o  s e p h a r o s e  w a s  p a c k e d  i n  

a n  a p p r o p r i a t e  c o l u m n  a n d  p r i m e d  w i t h  b u f f e r  A ( 0 . 2M T r i s  

H C l / 0 . 5 M  N a C l ) , pH 8 . 0 .

2 . 8  P r e p a r a t i o n  o f  ( a p o - A I ) H D L ;

HDL o r  o n e  o f  i t s  s u b t r a c t  i o n s  w a s  a p p l i e d  t o  

a n t i - a p o - A I I  i m m u n o a f f i n i t y  c o l u m n  a n d  e l u t e d  w i t h  t h e  

b u f f e r  A,  pH 8 . 0 .  1 . 0  ml  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d ,  a n d

t h e i r  a b s o r b a n c e  m e a s u r e d  a t  280  nm.  When a b s o r b a n c e  w a s  

p l o t t e d  v e r s u s  f r a c t i o n  n u m b e r ,  a  s i n g l e  p e a k  w a s  

o b t a i n e d  a n d  t h e  a p p r o p r i a t e  f r a c t i o n s  w e r e  p o o l e d  a n d  

d i a l y s e d  a g a i n s t  0 . 1 5M N a C l / 0 , 0 1 %  NazEDTA,  pH 7 . 0 .

T h e  a m o u n t  o f  ( A I ) H D L  i n  HDL o r  i t s  s u b t r a c t i o n s  

c o u l d  b e  q u a n t i t a t e d  f r o m  t h e  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  t h e  

a p p l i e d  m a t e r i a l  a n d  o f  t h e  e l u a t e ,  g i v i n g  t h e  p e r c e n t a g e  

o f  ( A I ) H D L  i n  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l .  T h e  p e r c e n t a g e  

r e m a i n i n g  r e p r e s e n t s  t h e  a m o u n t  o f  p r o t e i n  i n  ( A I / A I I ) -  

HDL p a r t i c l e s  i n  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l .
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U r e a  s o l u t i o n s  u s e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t s  

w e r e  p r e p a r e d  f r o m  h i g h l y  p u r i f i e d  u r e a  g r a d e  ( A R I S T A R ,  

BDH C h e m i c a l s  L t d ,  P o o l e ,  E n g l a n d ) .  T h e s e  s o l u t i o n s  w e r e  

p a s s e d  t h r o u g h  a n  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  c o l u m n  

b e f o r e  u s e  t o  p r e v e n t  p r o t e i n  c a r b a m y l a t i o n  b y  c y a n a t e .

2 . 9  HDL D e l i p i d a t i o n  ;

1) D e l i p i d a t i o n  w i t h  1 , 1 , 4 , 4 - t e t r a m e t h y l  u r e a  (TMU) 

( 1 4 5 ) .

E q u a l  v o l u m e s  o f  HDL s o l u t i o n  a n d  TMU w e r e  m i x e d  a n d  

i n c u b a t e d  f o r  30  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  t h e n  

c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , 0 0 0  r p m  f o r  15 m i n u t e s .  T h e  d i s ­

s o c i a t e d  l i p i d s  f o r m e d  a  p e l l e t  o n  t h e  t o p  o f  t h e  

s o l u t i o n  a n d  t h e  a p o p r o t e i n s  w e r e  s o l u b i l i s e d  i n  t h e  

c l e a r  i n f r a n a t a n t .

2)  D e l i p i d a t i o n  w i t h  o r g a n i c  s o l v e n t s  ( 8 1 ) ,

HDL w as  e x t r a c t e d  w i t h  a  m i x t u r e  o f  e t h a n o l  : d i  e t h y l  

e t h e r ;  1 : 3  ( V / V )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  30 m i n u t e s  t h e n  

c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  o r g a n i c  p h a s e  d e c a n t e d .  T h e  e x t r a c ­

t i o n  w a s  r e p e a t e d  w i t h  d i e t h y l  e t h e r ,  t h e  d e l i p i d a t e d  HDL 

w a s  d r i e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  d i s s o l v e d  i n  8 M 

u r e a .

2 . 1 0  S e p a r a t i o n  o f  HDL a p o - A I  a n d  a p o - A I I  i n  PAGE;

P o l y a c r y l a m i d e  g e l  c o l u m n s ,  p r e p a r e d  i n  0 . 4  x 6 cm

t u b e s ,  c o m p r i s e d  a  0 . 5  cm c o n c e n t r a t i n g  g e l  o f  l a r g e - p o r e  

s i z e  ( 2 . 5 %  p o l y a c r y l a m i d e )  a n d  a  5 . 0  cm s e p a r a t i n g  g e l  o f  

s m a l l e r  p o r e  s i z e  ( 7 . 0 %  p o l y a c r y l a m i d e )  ( 1 4 6 ) .  A l l  g e l  

s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  i n  8 M u r e a  a s  f o l l o w s :
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T h e  s e p a r a t i n g  g e l  w a s  p r e p a r e d  f r o m

1 . 0  ml  o f  8 M u r e a

1 . 0  ml  o f  3 6 . 6  gm T r i s  b a s e  + 0 . 2 3 m l  "TEMED" ( N , N , N ' , N ' “

t e t r a m e t h y e t h y l e n e d i a m i n e  ) (BDH)  i n  1 5 2  m l  8 M 

u r e a  + 48 m l  1M H C l ,  pH 8 . 9

2 . 0  ml  o f  2 8 . 0  gm a c r y l a m i d e  m o n o m e r  (BDH)  + 0 . 7 3 5  gm

N , N ' - m e t h y l e n e - b i s - a c r y l a m i d e  (BDH) i n  100  ml  

8M u r e a

4 . 0  m l  o f  0 . 1 4 %  a m mo n i u m p e r s u l p h a t e

1 . 0  ml  o f  t h i s  m i x t u r e  ( f r e s h l y  p r e p a r e d )  w a s  p l a c e d  

i n  e a c h  t u b e ,  w h i c h  h a d  b e e n  s e a l e d  a t  t h e  b o t t o m  w i t h  

p a r a f i l m ,  a n d  o v e r l a y e r e d  w i t h  w a t e r  t o  g i v e  a  f l a t  

s u r f a c e  a n d  e x c l u d e  a i r .  T h e s e  w e r e  l e f t  t o  p o l y m e r i s e  

a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  30 m i n u t e s  a f t e r  w h i c h  t h e  w a t e r  

w a s  d e c a n t e d  a n d  t h e  t u b e  s u r f a c e  b l o t t e d  d r y .  T h e n

0 . 1  ml  o f  t h e  c o n c e n t r a t i n g  g e l  w a s  a d d e d ,  o v e r l a y e r e d

w i t h  w a t e r  a n d  l e f t  t o  p o l y m e r i s e  u n d e r  a  f l u o r e s c e n t  

l i g h t  s o u r c e  f o r  10 m i n u t e s .

T h e  c o n c e n t r a t i n g  g e l  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  f r o m :

1 . 0  ml  o f  5 . 9 8  gm T r i s  b a s e  + 0 . 4 6  m l  TEMED i n  52  m l  8 M

u r e a  + 48 m l  1M H C l ,  pH 6 . 7

2 . 0  ml  o f  2 0 . 0  gm a c r y l a m i d e  m o n o m e r  + 5 . 0  gm N , N ' -

m e t h y l e n e - b i s - a c r y l a m i d e  i n  200  m l  8 M u r e a

1 . 0  ml  o f  8 , 0  mg r i b o f l a v i n  (BDH) i n  100 ml  8 M u r e a

4 . 0  m l  o f  40% s u c r o s e  i n  8 M u r e a .

A p o p r o t e i n  s a m p l e s  ( 1 0 0  p i )  w e r e  m i x e d  w i t h  10 p i  o f  

b r o m o p h e n o l  b l u e  a s  a  d y e  m a r k e r ,  p l a c e d  o n  t o p  o f  t h e  

g e l  c o l u m n  a n d  o v e r l a y e r e d  w i t h  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  

b u f f e r  ( 6 . 0  gm T r i s  b a s e ,  2 8 . 8  gm g l y c i n e / 1 ,  pH 8 . 3 ) .
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E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  a  d i s c  e l e c t r o p h o r e s i s  

t a n k  ( S h a n d o n  S c i e n t i f i c  C o .  L t d . ,  L o n d o n ,  E n g l a n d )  a t  5 

m A / g e l  u n t i l  15  m i n u t e s  a f t e r  t h e  m a r k e r  c l e a r e d  t h e  

b o t t o m  o f  t h e  g e l .  G e l s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  t u b e s  b y  

r i m m i n g  w i t h  w a t e r ,  s t a i n e d  i n  A m i d o  b l a c k  ( 0 . 1 %  i n  

m e t h a n o l  : a c e t i c  a c i d : w a t e r ;  5 : 1 : 5 ; V : V : V )  f o r  10 m i n u t e s  

a n d  d e s t a i n e d  w i t h  7 . 5 %  a c e t i c  a c i d .

P u r i f i e d  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  w e r e  r u n  o n  s e p a r a t e  

g e l s  t o  c o m p a r e  a n d  l o c a t e  t h e  a p o p r o t e i n s .

2 . 1 1  P r e p a r a t i v e  S e p a r a t i o n  o f  A p o - HD L :

P o l y a c r y l a m i d e  g e l  c o l u m n s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b ­

e d  p r e v i o u s l y  a n d  c a s t  i n  1 , 0  x 12  cm t u b e s .  8 . 0  ml  o f  

s e p a r a t i o n  g e l  a n d  1 . 5  m l  o f  c o n c e n t r a t i o n  g e l  w e r e  u s e d  

i n  e a c h  t u b e .  E l e c t r o p h o r e s i s  v;as p e r f o r m e d  a t  2 m A / g e l  

o v e r n i g h t  a n d  r u n  f o r  o n e  e x t r a  h o u r  a f t e r  t h e  m a r k e r  d y e  

l e f t  t h e  g e l .  G e l s  w e r e  i m m e r s e d  ( 1 2 7 , 1 4 7 )  i n  0 . 0 1 %  

a c e t i c  a c i d  s o l u t i o n  o f  8 ~ a n i l i n o ~ 1 - n a p h t h a l e n e - s u l p h o n i c  

a c i d  m a g n e s i u m  s a l t  ( BDH C h e m i c a l s  L t d . ,  P o o l e ,  E n g l a n d )  

f o r  5 m i n u t e s  a n d  t h e n  p l a c e d  u n d e r  a  ÜV l i g h t  w h e r e  t h e  

s t a i n e d  a p o p r o t e i n s  w e r e  v i s u a l i s e d  a s  f l u o r e s c e n t  b a n d s .  

T h e  b a n d s  c o r r e s p o n d i n g  t o  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  w e r e  

e x c i s e d  a n d  t h e  p r o t e i n s  e l u t e d  ( 1 4 8 )  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  

i n t o  d i a l y s i s  b a g s  ( S p e c t r a p h o r , S p e c t r u m  M e d i c a l  

I n d u s t r i e s  I n c . ,  L o s  A n g e l e s ,  C . A . ) .  T h e  p u r i t i e s  o f  

e l u t e d  a p o - A I  a n d  A l l  w e r e  c h e c k e d  a g a i n s t  a n t i - a p o - A I  

a n d  a n t i - a p o - A I I  by  i m m u n o d i f f u s i o n .  T h e y  w e r e  f o u n d  t o  

b e  f r e e  f r o m  c r o s s  c o n t a m i n a t i o n .
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2 . 1 2  E l e c t r o i m m u n o a s s a y  o f  A p o - A I  a n d  a p o - A I I ;

1) A p o - A I .

A p o - A I  i n  w h o l e  p l a s m a  o r  HDL s u b f r a c t i o n s  w a s  

q u a n t i t a t e d  b y  e l e c t r o i m m u n o a s s a y  ( 1 4 9 , 1 5 0 ) .

S a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  w i t h  b a r b i t o n e  b u f f e r  ( 1 0 . 3  gm 

s o d i u m  b a r b i t o n e  + 1 . 8 3  gm b a r b i t u r i c  a c i d ,  pH 8 , 6 ) t o  

g i v e  a p p r o x i m a t e l y  1 . 0  m g / m l  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  

a p o - A I ,  a n d  a p p l i e d  t o  p l a t e s  o f  1% a g a r o s e  a n d  1 . 5 %  

a n t i s e r u m  i n  0 . 0 5 M  b a r b i t o n e  b u f f e r ,  pH 8 . 6 . T h e s e  

p l a t e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  f o l l o w s :  8 . 4  m l  o f  b o i l i n g  2%

a g a r o s e  ( B I O - R A D  L a b o r a t o r i e s )  s o l u t i o n  w a s  m i x e d  w i t h

8 . 4  m l  b a r b i t o n e  b u f f e r  t o  w h i c h  0 . 2 6  m l  o f  a n t i - a p o - A I  

h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  a d d e d .  T h e  m i x t u r e  w a s  s p r e a d  

i m m e d i a t e l y  o n  a  l e v e l l e d  c l e a n  g l a s s  p l a t e  ( 1 4  x 8 c m )  

a n d  l e f t  t o  c o o l .  H o l e s  ( 2 . 5  mm i n  d i a m e t e r  a n d  0 . 8  mm 

a p a r t )  w e r e  m a d e  i n  t h e  f o r m e d  g e l  ( 1 . 5  mm t h i c k )  a n d  t h e  

p l a t e  w a s  p l a c e d  i n  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  t a n k  ( 2 1 1 7  

M u l t i p h o r ,  L K B ) .  S a m p l e s  ( 5  p i )  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  

h o l e s  a n d  e l e c t r o p h o r e s i s  c a r r i e d  o u t  a t  2 5 0 V  f o r  18 

h o u r s  a t  a  c o n s t a n t  t e m p e r a t u r e  o f  1 0 ° C .  A t  t h e  e n d  o f  

t h e  r u n  t h e  p l a t e  w a s  p l a c e d  i n  a  s a l i n e  b a t h  f o r  2 

h o u r s ,  t o  r e m o v e  t h e  u n r e a c t e d  a n t i b o d y ,  c o v e r e d  w i t h  

f i l t e r  p a p e r  a n d  d r i e d  i n  a n  o v e n  a t  30®C.  D r i e d  p l a t e s  

w e r e  s t a i n e d  w i t h  C o o m a s s i e  B r i l l i a n t  B l u e  R (1% s o l u t i o n  

i n  MeOH : AcOH : H2 O ; 5 0 : 1 0 : 4 0 ) f o r  10 m i n u t e s  a n d  d e s t a i n e d  

w i t h  MeOH; A c O H : H2 O ( 5 0 : 1 0 : 4 0 ) .  A p o - A I  s t a n d a r d s ,  d i s ­

s o l v e d  i n  t h e  s a m e  b u f f e r ,  w e r e  a l s o  a p p l i e d  t o  e a c h  

p l a t e  a n d  t h e  h e i g h t  o f  s a m p l e  " r o c k e t s "  c o m p a r e d  t o  

t h o s e  o f  t h e  s t a n d a r d s .
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2)  A p o - A I I .

A p o - A I I  w a s  d e t e r m i n e d  b y  a m e t h o d  s i m i l a r  t o  t h a t  

f o r  a p o - A I ,  b u t  d i l u t e d  s a m p l e s  o f  a p o - A I I  w e r e  h e a t e d  a t  

5 2 ° C  f o r  3 h o u r s  t o  a c h i e v e  maximum i m r a u n o r e a c t i v i t y  o f  

a p o - A I I  ( 1 5 1 ) ,  S t a n d a r d s  o f  a p o - A I I  i n  t h e  s a m e  b u f f e r  

w e r e  a l s o  a p p l i e d  t o  e a c h  p l a t e .

2 . 1 3  B e t a - Q u a n t i f i c a t i o n :

P r i n c i p l e

P l a s m a  c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  l i p o p r o t e i n  

d e n s i t y  c l a s s e s  VLDL,  LDL a n d  HDL, w e r e  d e t e r m i n e d  u s i n g  

s t a n d a r d  m e t h o d o l o g y  ( 1 5 2 ) .  P l a s m a  w a s  c e n t r i f u g e d  t o  

s e p a r a t e  VLDL ( a n d  c h y l o m i c r o n s  i f  p r e s e n t )  a s  a f l o a t i n g  

f r a c t i o n .  T h e  i n f r a n a t a n t  w a s  t h e n  t r e a t e d  w i t h  h e p a r i n /  

Mn^+ ( a t  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  1 . 3  m g / m l  h e p a r i n  a n d  

0 .  0 92M Mn 2 + )  t o  p r e c i p i t a t e  LDL a n d  l e a v e  HDL i n

s o l u t i o n .  T h e  c h o l e s t e r o l  c o n t e n t  o f  w h o l e  p l a s m a ,  o f  t h e  

t o p  (VLDL)  a n d  b o t t o m  (LDL a n d  HDL) f r a c t i o n s  a n d  o f  t h e  

M n ' ^ ' ^ / h e p a r  i n  s u p e r n a t a n t  (HDL)  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  a n  

e n z y m a t i c  m e t h o d  ( B o e h r i n g e r  M a n n h e i m  GmbH, M a n n h e i m ,  W. 

G e r m a n y ,  K i t  N o .  2 3 6  6 9 1 )  d e s i g n e d  f o r  u s e  i n  t h e  A u t o  

A n a l y s e r  I I  ( T e c h n i c o n  I n s t r u m e n t s  C o r p o r a t i o n ,  T a r r y -  

t o w n ,  N . Y .  1 0 5 9 1  ) .  T h e  c h o l e s t e r o l  c o n t e n t  o f  LDL 

f r a c t i o n  w a s  c a l c u l a t e d  a s  f o l l o w s :

L D L - c h o l e s t e r o l  -  c h o l e s t e r o l  i n  t h e  b o t t o m  f r a c t i o n

-  H D L - c h o l e s t e r o l  

P l a s m a  t r i g l y c e r i d e s  w e r e  m e a s u r e d  b y  a n  e n z y m a t i c  

m e t h o d  ( B o e h r i n g e r ,  K i t  No .  166 4 4 8 )  o n  t h e  s a m e  d o u b l e  

c h a n n e l  AAI I  a u t o a n a l y s e r .
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1)  U l t r a c e n t r i f u g a t i o n :  5 . 0  ml  p l a s m a  w e r e  p l a c e d  

i n  a  B e c k m a n  U l t r a - C l e a r  c e n t r i f u g e  t u b e  ( 1 3  x 64  mm) 

( S p i n c o  D i v i s i o n ,  1 1 1 7  C a l i f o r n i a  A v e n u e ,  P a l o  A l t o ,  

C . A . )  a n d  o v e r l a y e r e d  w i t h  0 . 9% s a l i n e  ( d  1 . 0 0 6  k g / 1 ) .

T h e  t u b e  w a s  c a p p e d  a n d  c e n t r i f u g e d  o v e r n i g h t  a t

3 9 , 0 0 0  r p m  a n d  4 ° C ,  t h e n  s l i c e d  a p p r o x i m a t e l y  20  mm f r o m  

t h e  t o p  a n d  t h e  c o n t e n t s  o f  t h e  b o t t o m  f r a c t i o n  t r a n s ­

f e r r e d  t o  a  5 . 0  ml  v o l u m e t r i c  f l a s k .  T h e  t o p  o f  t h e  t u b e  

w a s  w a s h e d  w i t h  s a l i n e  a n d  t h e  w a s h  a d d e d  t o  t h e  f l a s k  

a n d  t h e  v o l u m e  a d j u s t e d  t o  5 . 0  ml  w i t h  s a l i n e .

2 )  P r e c i p i t a t i o n  o f  LDL ( 6 8 ) :  1 . 0  ml  o f  t h e  b o t t o m  

f r a c t i o n  w a s  p l a c e d  i n  a  B e c k m a n  c e n t r i f u g e  t u b e  a n d  50  

u l  o f  p r e c i p i t a t i n g  r e a g e n t  ( 1 0 . 3 9  gm M n C l 2 . 4 H20  + 1 . 0 5  

gm ( s  5 X 1 0 ^  u n i t s )  h e p a r i n  N a - s a l t  ( S i g m a  L o n d o n  

C h e m i c a l  C o . ,  F a n c y  R o a d ,  P o o l e ,  E n g l a n d )  i n  25 ml  s a l i n e  

w e r e  a d d e d  a n d  m i x e d .  T h e  m i x t u r e  w a s  k e p t  a t  4°C f o r  15 

m i n u t e s  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , 0 0 0  r p m  f o r  30  

m i n u t e s ;  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  s e p a r a t e d  i m m e d i a t e l y  f o r  

s u b s e q u e n t  a s s a y  o f  c h o l e s t e r o l .

2 . 1 4  C h e m i c a l  M e t h o d s :

1 ) P r o t e i n  w a s  d e t e r m i n e d  by  t h e  m e t h o d  o f  L o w r y  e_t 

a l .  ( 1 5 3 ) .

2 )  C h o l e s t e r o l ,  f r e e  a n d  e s t e r i f i e d , w e r e  d e t e r ­

m i n e d  b y  a n  e n z y m a t i c  m e t h o d  u s i n g  t h e  B o e h r i n g e r  K i t .  

F o r  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  f r e e  c h o l e s t e r o l ,  c h o l e s t e r o l  

e s t e r a s e  i n  s o l u t i o n  3 w a s  r e p l a c e d  b y  a n  e q u i v a l e n t  

v o l u m e  o f  s a l i n e  i n  t h e  f i n a l  r e a g e n t  m i x .  S u b t r a c t i o n  

o f  t h i s  f r e e  c h o l e s t e r o l  f r o m  t o t a l  a s s a y e d  c h o l e s t e r o l  

g i v e s  a n  e s t i m a t e  o f  t h e  n u m b e r  o f  c h o l e s t e r o l  3 ' O H



47

g r o u p s  e s t e r i f i e d  w i t h  f a t t y  a c i d .  I n  o r d e r  t o  a c c o u n t  

f o r  t h e  u n m e a s u r e d  f a t t y  a c i d  c o m p o n e n t  o f  c h o i e s t e r y l  

e s t e r  ( c o n s i d e r e d  t o  b e  l i n o l e a t e ) ,  t h e  m e a s u r e d  e s t e r  

c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n  w a s  m u l t i p l i e d  b y  a  c o r r e c t i o n  

f a c t o r  o f  1 . 6 8 .

3 )  P h o s p h o l i p i d s  w e r e  a s s a y e d  a s  i n o r g a n i c  p h o s ­

p h o r u s  b y  t h e  m e t h o d  o f  B a r t l e t t  ( 1 5 4 ) ,  I n  t h i s  m e t h o d  a  

v a l u e  o f  25 i s  u s e d  t o  e x p r e s s  t h e  P O 4 d e t e c t e d  a s  

p h o s p h o l i p i d .  T h i s  i s  t h e  m a s s  r a t i o  o f  l e c i t h i n / P O ^ .

2 . 1 5  M o l e c u l a r  W e i g h t  D e t e r m i n a t i o n ;

M o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  HDL s u b f r a c t i o n s  w e r e  d e t e r ­

m i n e d  b y  t h e  m e n i s c u s  d e p l e t i o n  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  

m e t h o d  a c c o r d i n g  t o  Y p h a n t i s  ( 1 5 5 )  i n  a  B e c k m a n  M o d e l  L 8 

u l t r a c e n t r i f u g e  e q u i p p e d  w i t h  a n  u l t r a v i o l e t  s c a n n i n g  

a t t a c h m e n t  u s i n g  a n  A n - F  r o t o r  w i t h  d o u b l e  s e c t o r  

c e n t r e p i e c e  c e l l s .  U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  a t  

a  s a m p l e  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 2 - 0 . 3  m g / m l  i n  0 . 1  5M 

N a C l / 0 . 0 1 %  N a 2 EDTA, pH 7 . 0 ,  a n d  t h e  r o t o r  w a s  r o t a t e d  a t

1 9 , 0 0 0  r p m  a n d  2 0 ° C  f o r  a  m i n i m u m  o f  48  h o u r s ,  d u r i n g  

w h i c h  t i m e  e q u i l i b r i u m  w as  a t t a i n e d .  T h i s  w a s  c h e c k e d  b y  

o b t a i n i n g  t h r e e  i d e n t i c a l  s c a n s  a t  3 h o u r  i n t e r v a l s .  T h e  

l a s t  s c a n  w a s  u s e d  f o r  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l a r  

w e i g h t .  T h e  a p p a r e n t  w e i g h t - a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  w a s  

c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  e q u a t i o n :

2RT d i n e
Mr =----------------- --------

^PP* ( 1 - v p ) ^ 2  d ( r 2 )

w h e r e  R:  t h e  g a s  c o n s t a n t

T : t h e  a b s o l u t e  t e m p e r a t u r e

c :  t h e  c o n c e n t r a t i o n  i n  a b s o r b a n c e  u n i t s
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v :  t h e  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e  w h i c h  w a s

t a k e n  a s  0 . 9 1 3  c m ^ g “  ̂ f o r  ( A I ) HDL2 a n d  

HDL2 , a n d  0 . 8 7 4  c m ^ g " ^  f o r  HDL3 ( 1 5 6 ) .  

p :  d e n s i t y  o f  t h e  s o l u t i o n  ( 1 , 0 0 6  g m / m l )

w : t h e  a n g u l a r  v e l o c i t y  w h i c h  w a s  c a l c u l a t e d

f r o m  t h e  r e l a t i o n s h i p

w = 0 . 1 0 4 7 2  rpm
60

r :  t h e  d i s t a n c e  t o  t h e  c e n t r e  o f  r o t a t i o n

w h i c h  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  s c a n  c h a r t  

f r o m  t h e  r e l a t i o n ;

X
r = "f + 5 . 7  cm

w h e r e  x i s  t h e  d i s t a n c e  f r o m  t h e  i n n e r  

r e f e r e n c e  e d g e  o f  t h e  c e l l  o n  t h e  s c a n  

c h a r t ,

f ; t h e  m a g n i f i c a t i o n  f a c t o r  w h i c h  e q u a l s  t h e  

d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  i n n e r  a n d  o u t e r  

r e f e r e n c e  e d g e s  o f  t h e  c e l l  o n  t h e  s c a n  

c h a r t  d i v i d e d  b y  t h e  a c t u a l  d i s t a n c e  

b e t w e e n  t h e  t w o  r e f e r e n c e  e d g e s  o f  t h e  c e l l  

( 1 . 6 2  c m ) .  5 . 7  cm i s  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  

t h e  i n n e r  r e f e r e n c e  e d g e  o f  t h e  c e l l  a n d  

t h e  c e n t r e  o f  r o t a t i o n .

T h e  v a l u e  o f  d l n c / d ( r ^ )  w as  o b t a i n e d  f r o m  t h e  s l o p e  

o f  t h e  I n c  v e r s u s  r ^  p l o t .

2 . 1 6  D e t e r m i n a t i o n  o f  F l o t a t i o n  R a t e s

F l o t a t i o n  r a t e s  o f  HDL s u b f r a c t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  

b y  t h e  b o u n d a r y  f l o t a t i o n  r a t e  m e t h o d  ( 1 5 7 )  i n  t h e  

B e c k m a n  M o d e l  L 8 u l t r a c e n t r i f u g e  e q u i p p e d  a s  a b o v e .
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S a m p l e s  w e r e  e x a m i n e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 , 3 - 0 . 4  m g / m l  

a n d  a  d e n s i t y  o f  1 . 2  k g / 1  ( 1 5 8 ) .  T h e  r o t o r  w a s  c e n t r i ­

f u g e d  a t  4 5 , 0 0 0  r p m  a n d  2 6 ° C a n d  s c a n s  w e r e  t a k e n  e v e r y  

1 5 - 2 0  m i n u t e s .

T h e  o b s e r v e d  f l o t a t i o n  r a t e  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  

r e l a t i o n  :

1 d r  2 . 3 0 3  ( d l o g  x )

to^r  d t  6 0 ^ 2  d t  '

w h e r e  r : t h e  r a d i a l  d i s t a n c e  t o  t h e  c e n t r e  o f

r o t a t i o n .

x ;  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  b o u n d a r y  p o s i t i o n  

a n d  c e l l  o u t e r  r e f e r e n c e  e d g e .

Ü) : t h e  a n g u l a r  v e l o c i t y .

t  a n d  t ' :  t i m e  i n  s e c o n d s  a n d  m i n u t e s ,

r e s p e c t i v e l y .

T h e  d i s t a n c e  x a n d  t ’ w e r e  m e a s u r e d  f r o m  e a c h  s c a n

a n d  t h e  v a l u e s  l o g  x w e r e  p l o t t e d  v e r s u s  t  ' . T h e  s l o p e

o f  t h e  r e s u l t i n g  b e s t  f i t  s t r a i g h t  l i n e  w a s  t a k e n  a s  

e q u a l  t o  d  l o g  x / d t ' .

2 , 1 7  P r e c i p i t a t i o n  o f  r a d i o l a b e l l e d  HDL w i t h  a n t i b o d i e s :

R a d i o i o d i n a t e d  HDL,  HDL2 , o r  HDL3 w e r e  i n c u b a t e d  

w i t h  a n t i - a p o - A I  a n d  a n t i - a p o - A I I , s e p a r a t e l y ,  t o  

p r e c i p i t a t e  i i n m u n o c h e m i c a l l y  d i s t i n c t  HDL p a r t i c l e s  a s  

f o l l o w s .  T h r e e  10 p i  a l i q u o t s  o f  HDL o r  o n e  o f  i t s  

s u b f r a c t i o n s  (1 m g / m l  p r o t e i n )  w e r e  t r e a t e d  w i t h  3 0 0  p i  

o f  a n t i - a p o - A I ,  a n t i - a p o - A I I , o r  n o n - i m m u n e  r a b b i t  s e r u m  

a n d  i n c u b a t e d  a t  4°C f o r  48 h o u r s .
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T h e  r a d i o a c t i v i t y  o f  e a c h  m i x t u r e  w a s  m e a s u r e d  i n  a  

t w i n  c h a n n e l  g a m m a  s p e c t r o m e t e r  ( P a c k a r d  I n s t r u m e n t s ,  

D o w n e r s  G r o v e ,  I L . ) ,  t h e n  t h e  m i x t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a n d  

a n  a l i q u o t  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  c o u n t e d .  I n  a d d i t i o n  a  10 

p i  a l i q u o t  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  f r o m  e a c h  i n c u b a t i o n  

m i x t u r e  w a s  t r e a t e d  w i t h  125 p i  s a l i n e  a n d  200  p i  

d o n k e y - a n t i - r a b b i t  s e r u m  t h e n  i n c u b a t e d  a t  4®C f o r  a  

f u r t h e r  48  h o u r s .  T h e  m i x t u r e  w a s  t h e n  c o u n t e d  a n d  

c e n t r i f u g e d  t o  p e l l e t  a n y  f u r t h e r  p r e c i p i t a t e .  A l l  

c o u n t s  w e r e  c o r r e c t e d  f o r  v o l u m e  c h a n g e s  a n d  r e s u l t s  w e r e  

e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t a g e  o f  t h e  s a m p l e  p r e c i p i t a t e d .  

N o n - i m m u n e  r a b b i t  s e r u m  ( N I R S )  w a s  u s e d  a l o n g s i d e  t h e  

a n t i b o d i e s  t o  c o r r e c t  f o r  n o n - s p e c i f i c  p r e c i p i t a t i o n .

2 , 1 8  A s s a y  o f  ( AI ) H D L  a n d  (A I / A I I ) HDL P a r t i c l e s

T h e  a p o - A I  c o n t e n t  o f  ( A I ) H D L  a n d  ( A I / A I I ) HDL 

p a r t i c l e s  i n  w h o l e  p l a s m a ,  t o t a l  HDL, HDL2 a n d  HDL3 w a s  

q u a n t i t a t e d  u s i n g  t w o  m e t h o d s :

A) I m m u n o p r é c i p i t a t i o n  o f  ( A I / A I I ) H D L  P a r t i c l e s

S a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  w i t h  s a l i n e  t o  g i v e  a  c o n ­

c e n t r a t i o n  o f  a p o - A I  o f  a b o u t  1 , 0  m g / m l . 10 p i  o f  t h e

d i l u t e d  s a m p l e  w e r e  m i x e d  w i t h  250 p i  o f  a n t i - a p o - A I I , o r  

i t s  g a m m a  g l o b u l i n  f r a c t i o n ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  4°C f o r  48 

h o u r s ,  d u r i n g  w h i c h  ( A I / A I I ) HDL w a s  v i r t u a l l y  q u a n t i t ­

a t i v e l y  p r e c i p i t a t e d .  T h e  c o m p l e t e n e s s  o f  p r e c i p i t a t i o n  

w a s  c o n f i r m e d  u s i n g  r a d i o i o d i n a t e d  HDL. F u r t h e r  a d d i t i o n  

o f  a n t  i - a p o - A I I  o r  o f  d o n k e y  a n t i - r a b b i t  s e r u m  t o  t h e  

s u p e r n a t a n t  o f  t h e  i n i t i a l  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  d i d  n o t  

p r e c i p i t a t e  a n y  m o r e  l a b e l .  To  d e t e r m i n e  t h e  a p o - A I
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p r e s e n t  i n  ( A I ) HDL p a r t i c l e s  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  w a s  

c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  d i l u t e d  1 : 1  w i t h  b a r b i ­

t o n e  b u f f e r ,  pH 8 . 6 , t h e n  a p p l i e d  t o  a  g e l  p l a t e  p r e ­

p a r e d ,  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( S e c t i o n  2 . 1 2 ) ,  w i t h  

a n t i - a p o - A I .  I n  a d d i t i o n ,  a n  a p p r o p r i a t e  d i l u t i o n  o f  t h e  

o r i g i n a l  s a m p l e  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  s a m e  p l a t e  a n d  

s u b j e c t e d  t o  e l e c t r o p h o r e s i s .  A f t e r  t h e  p l a t e  w a s  d r i e d  

a n d  s t a i n e d ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  t o t a l  a p o - A I  

c o n t e n t  o f  t h e  s a m p l e  a s  w e l l  a s  t h e  a p o - A I  c o n t e n t  o f  

( A I )H D L  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  c o m p a r i n g  t h e i r  r o c k e t  h e i g h t s  

w i t h  c o n c u r r e n t l y  r u n  s t a n d a r d s .  The  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  

t h e  t w o  v a l u e s  r e p r e s e n t s  t h e  a p o - A I  c o n t e n t  o f  ( A I /  

A l l ) H D L  i n  t h e  s a m p l e .

B) M e a s u r e m e n t  o f  ( AI )HDL P a r t i c l e s  by  T w o - P h a s e  G e l

A g e l  p l a t e  w a s  p r e p a r e d  c o n t a i n i n g  t w o  a n t i b o d y  

p h a s e s :  t h e  l o w e r  o n e  c o n t a i n e d  2 , 5% a n t i - a p o - A I I  a n d  t h e  

u p p e r  o n e  c o n t a i n e d  1 . 5% a n t i - a p o - A I .  T h e  t w o  g e l  p h a s e s  

w e r e  s e p a r a t e d  b y  a  n o n - i m m u n e  g e l  z o n e  o f  0 , 5  cm w i d t h  

t o  p r e v e n t  c r o s s  d i f f u s i o n  o f  t h e  a n t i b o d i e s .  S a m p l e s  

w e r e  d i l u t e d  w i t h  b a r b i t o n e  b u f f e r ,  pH 8 . 6 , a n d  a p p l i e d  

t o  t h e  l o w e r  g e l  a n d  e l e c t r o p h o r e s i s  p e r f o r m e d  a s  

d e s c r i b e d  e a r l i e r .  S a m p l e s  m i g r a t e  t h r o u g h  t h e  l o w e r  g e l  

p h a s e  w h i c h  p r e c i p i t a t e s  a l l  t h e  ( A I / A I I ) HDL p a r t i c l e s  

l e a v i n g  t h e  ( A I ) H D L  p a r t i c l e s  t o  p a s s  u n r e a c t e d  t o  t h e  

u p p e r  g e l  p h a s e  w h e r e  t h e y  r e a c t  w i t h  t h e  a n t i - a p o - A I  

a n t i s e r u m  f o r m i n g  r o c k e t s .  S t a n d a r d s  o f  a p o - A I  w e r e  r u n
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o n  e a c h  p l a t e .  E a c h  s a m p l e  g a v e  t w o  p e a k s ,  o n e  i n  t h e  

l o w e r  g e l  a n d  t h e  o t h e r  i n  t h e  u p p e r  w h i c h  r e p r e s e n t s  t h e  

a m o u n t  o f  ( AI )HDL i n  t h e  s a m p l e .

2 . 1 9  E x c h a n g e  o f  A p o p r o t e i n s  B e t w e e n  HDL S u b f r a c t i o n s

I n  e a c h  o f  t h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t s  t h e  HDL 

s u b f r a c t i o n s  u s e d  w e r e  f r o m  t h e  s a me  v o l u n t e e r ,

A) E x c h a n g e  b e t w e e n  ( A I )H D L 2 a n d  HDL s u b f r a c t i o n s :  

^ 2 ^ I ( A I ) H D L 2 w a s  p r e p a r e d  f r o m   ̂ HDL2 , a s  d e s c r i b e d  i n  

S e c t i o n  2 . 8 ,  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  e x c e s s  ( 1 5  f o l d )  HDL2 o r  

HDL3 f o r  24  h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  An a l i q u o t  o f  t h e  

i n c u b a t i o n  m i x t u r e  w a s  c o u n t e d  a n d  t h e n  a p p l i e d  t o  a n  

a n t i - a p o - A I I  i u m m u n o a f f i n i t y  c o l u m n .  U n r e t a i n e d  l i p o ­

p r o t e i n s  w e r e  e l u t e d  w i t h  t r i s  b u f f e r ,  pH 8 , 0 ,  a s  

d e s c r i b e d  b e f o r e ,  a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  e l u a t e  

d e t e r m i n e d .

B) E x c h a n g e  b e t w e e n  HDL2 a nd  HDL3 :

E q u a l  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  HDL2 a n d   ̂ I  HDL3

( 5  mg e a c h )  w e r e  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  30 

m i n u t e s ,  t h e n  s u b j e c t e d  t o  r a t e  z o n a l  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  

t o  r e - i s o l a t e  t h e  s u b f r a c t i o n s .  R a d i o a c t i v i t y  i n  e a c h  

f r a c t i o n  o f  t h e  z o n a l  p r o f i l e  w as  d e t e r m i n e d  o n  a  gamma 

c o u n t e r  a n d  r e s u l t s  w e r e  c o r r e c t e d  f o r  s a l t  q u e n c h i n g  o f  

^ 2 5 j  r a d i o a c t i v i t y  ( 1 5  9 ) .  T h i s  w a s  d o n e  b y  a d d i n g  a  

k n o w n  a m o u n t  o f  r a d i o a c t i v i t y  t o  e a c h  f r a c t i o n  o f  a  z o n a l  

p r o f i l e  t h e n  t h e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d .  T h e  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  a d d e d  a n d  m e a s u r e d  r a d i o a c t i v i t y  

i s  t h e  a m o u n t  q u e n c h e d  b y  t h e  s a l t  p r e s e n t  i n  t h a t  

f r a c t i o n .
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P e a k  f r a c t i o n s  o f  HDL2 a n d  HDL3 w e r e  p o o l e d ,  

d i a l y s e d  a g a i n s t  0 . 1 5M N a C l / 0 . 0 1 %  N a 2 EDTA a n d  c o n ­

c e n t r a t e d .  A l i q u o t s  o f  e a c h  s u b f r a c t i o n  w e r e  a p p l i e d  t o  

a n  a n t i - a p o - A I I  i m m u n o a f f i n i t y  c o l u m n  a n d  e l u t i o n  c a r r i e d  

o u t  w i t h  t r i s  b u f f e r ,  pH 8 . 0 .  T h e  r a d i o a c t i v i t y  p r e s e n t  

i n  t h e  a l i q u o t s  b e f o r e  a p p l i c a t i o n  a n d  i n  t h e  e l u t e d  

m a t e r i a l  w a s  m e a s u r e d .

C ) E x c h a n g e  B e t w e e n  ( A I / A I I ) H D L  a n d  HDL S u b f r a c t i o n s :

A n t i - a p o - A I I  w a s  c o n j u g a t e d  t o  S e p h a r o s e  g e l  a s  

d e s c r i b e d  e a r l i e r .  T h e n  1 , 0  ml  o f  t h e  c o n j u g a t e d  g e l  w a s  

t r e a t e d  w i t h  e x c e s s  1 2 5 j  HDL3 ( 2 . 0  mg p r o t e i n )  i n  T r i s  

b u f f e r ,  pH 8 . 0 ,  b y  i n c u b a t i n g  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  24 

h o u r s .  T h e  m i x t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  

d i s c a r d e d .  T h e  g e l  w a s  w a s h e d  f i v e  t i m e s  w i t h  s a l i n e  

p r i o r  t o  s t u d y  o f  i t s  e x c h a n g e  p r o p e r t i e s .  A l i q u o t s  o f  

0 . 2  ml  o f  t h e  w a s h e d  g e l  w e r e  i n c u b a t e d ,  s e p a r a t e l y ,  w i t h  

e x c e s s  ( 1 . 5  mg p r o t e i n  i n  1 . 0  ml  s o l u t i o n )  (A I ) HDL2 , HDL2 

a n d  HDL3 a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  24  h o u r s .  T h e  r a d i o ­

a c t i v i t y  o f  t h e  w h o l e  s u s p e n s i o n  w a s  m e a s u r e d  a n d  t h e n  

g e l  b o u n d  l i p o p r o t e i n s  w e r e  s e p a r a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  

S u p e r n a t a n t  l i p o p r o t e i n s  w e r e  a s p i r a t e d  a n d  t h e  p r e c i p i ­

t a t e  w a s h e d  o n c e  w i t h  s a l i n e  a n d  t h e  w a s h  a d d e d  t o  t h e  

s u p e r n a t a n t .  R a d i o a c t i v i t i e s  p r e s e n t  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  

a n d  i n  t h e  g e l  w e r e  d e t e r m i n e d .
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2 , 2 0  T u r n o v e r  S t u d i e s

T h e  m e t a b o l i s m  o f  t h e  m a j o r  HDL a p o p r o t e i n s ,  a p o - A I  

a n d  a p o - A I I ,  w a s  e x a m i n e d  i n  a  g r o u p  o f  s u b j e c t s  a c c o r d ­

i n g  t o  t h e  f o l l o w i n g  p r o t o c o l .  I n  s o m e  i n s t a n c e s  t h e  

k i n e t i c  p r o p e r t i e s  o f  ( A I ) H D L  p a r t i c l e s  w e r e  a l s o  

d e t e r m i n e d .

S u b j e c t s  w e r e  g i v e n  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n s  o f  

s t e r i l i s e d  a u t o l o g o u s  l a b e l l e d  HDL ( 5 0  u C i )  o r  a

m i x t u r e  o f  2 5  p C i  131% HDL a n d  25  p C i  125% ( a I ) H D L 2 

( a p p r o x i m a t e l y  1 . 0  mg p r o t e i n  p e r  i n j e c t i o n ) .  T h e  HDL 

f o r  i n j e c t i o n  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  10  m l  p l a s m a  o f  t h e  

f a s t i n g  d o n o r s  b y  p r e p a r a t i v e  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a n d  

l a b e l l e d  w i t h  1 3 1 j  o r  1 2 5 j  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .  HDL2 

w a s  s e p a r a t e d  f r o m  30 ml  o f  t h e  f a s t i n g  d o n o r ' s  p l a s m a  b y  

r a t e  z o n a l  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a n d  l a b e l l e d  w i t h   ̂ 25%  ̂

a n d  t h e n  p a s s e d  t h r o u g h  a n  a n t i - a p o - A I I  i m m u n o a f f  i n i t y  

c o l u m n  t o  p r e p a r e  ^ 2 5 j  ( AI  ) HDL2 . HDL2 w a s  u s e d  t o

p r e p a r e  t h e  ( AI )H D L  p a r t i c l e  b e c a u s e  i t  c o n t a i n s  a  h i g h e r  

c o n c e n t r a t i o n  o f  ( A I ) H D L  t h a n  t o t a l  HDL o r  HDL3 .

S u b j e c t s  w e r e  g i v e n  900  mg p o t a s s i u m  i o d i d e  d a i l y  i n  

t h r e e  d o s e s  f o r  t h r e e  d a y s  p r i o r  t o  a n d  t h r o u g h o u t  t h e  

t u r n o v e r  t o  p r e v e n t  t h y r o i d  u p t a k e  o f  r e l e a s e d  r a d i o ­

i o d i d e .  A f t e r  i n j e c t i o n  p l a s m a  s a m p l e s  w e r e  w i t h d r a w n  a t  

10 m i n u t e s  a n d  t h e r e a f t e r  d a i l y ,  a f t e r  a  14 h o u r  f a s t ,  

f o r  14 d a y s .  24  h o u r  u r i n e  s a m p l e s  w e r e  a l s o  c o l l e c t e d  

t h r o u g h o u t  t h e  s t u d y  p e r i o d .  T h e  r a d i o a c t i v i t y  p r e s e n t  

i n  a  2 , 0  m l  a l i q u o t  o f  p l a s m a  w as  m e a s u r e d  f o r  e a c h  t i m e
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p o i n t  i n  a  t w i n  c h a n n e l  g a m m a  s p e c t r o m e t e r  ( P a c k a r d  

I n s t r u m e n t s )  a n d  t h e  r e s u l t s  u s e d  t o  c o n s t r u c t  t h e  p l a s m a  

d e c a y  c u r v e s  f o r  e a c h  i s o t o p e .

HDL ( 1 . 0 6 3 - 1 . 2 1  k g / 1 )  w a s  r e - i s o l a t e d  f r o m  10 ml  

p l a s m a  a t  e a c h  t i m e  p o i n t  b y  p r e p a r a t i v e  u l t r a c e n t r i f u g ­

a t i o n  a n d  d e  1 i p i d a t e d  b y  a d d i t i o n  o f  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  

TMU.

T h e  s o l u b i l i s e d  HDL a p o p r o t e i n s  w e r e  s e p a r a t e d  o n  

p r e p a r a t i v e  u r e a / P A G E  g e l s  ( 1 x 8  cm)  t o  i s o l a t e  a p o - A I  

a n d  a p o - A I I ,  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .  T h e  b a n d s  

c o r r e s p o n d i n g  t o  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  w e r e  e l u t e d  f r o m  t h e  

g e l  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  m o r e  t h a n  90% o f  t h e  r a d i o ­

a c t i v i t y  i n  e a c h  b a n d  w a s  r e c o v e r e d .  T h e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  t h e  e l u t e d  a p o p r o t e i n s  w a s  d e t e r m i n e d  b y  

m e a s u r i n g  t h e  p r o t e i n  c o n t e n t  ( 1 5 3 )  a n d  r a d i o a c t i v i t y  o f  

e a c h  f r a c t i o n .  T h e  r e s u l t i n g  s p e c i f i c  a c t i v i t y  c u r v e s  

w e r e  u s e d  t o  c a l c u l a t e  t h e  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  o f  t h e  

i n d i v i d u a l  a p o p r o t e i n s .  T h e s e  w e r e  d e r i v e d  f r o m  t h e  

p l a s m a  d e c a y  c u r v e s  a n d  u r i n e  d a t a  b y  t h r e e  m a t h e m a t i c a l  

p r o c e d u r e s .  F i r s t  b y  t h e  c u r v e  p e e l i n g  t e c h n i q u e  o f  

M a t t h e w s  ( 1 6 0 ) ,  s e c o n d  b y  t h e  i n t e g r a l  e x c r e t i o n  m e t h o d  

o f  N o s s l i n  ( 1 6 1 )  a n d  f i n a l l y  b y  a  c o m p u t e r - b a s e d ,  

s t a t i s t i c a l  m e t h o d  u s i n g  m u l t i c o m p a r t m e n t a l  a n a l y s i s  

( 1 6 2 ) .

HDL2 a n d  HDLg c o n c e n t r a t i o n s  i n  p l a s m a  w e r e  d e t e r ­

m i n e d  by  r a t e  z o n a l  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  f o r  e a c h  s u b j e c t ,  

a n d  p l a s m a  t o t a l  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  w e r e  a s s a y e d  b y
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e l e c t r o i m m u n o a s s a y .  I n  s o m e  c a s e s  t h e  p l a s m a  a p o - A I  

c o n t e n t  o f  ( AI )HD L w a s  a l s o  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

S e c t i o n  2 . 1 8 .

2 . 2 1  M a t h e m a t i c a l  A n a l y s i s  o f  T r a c e r  D e c a y  D a t a

T h r e e  m a i n  a p p r o a c h e s  w e r e  u s e d  t o  a n a l y s e  t h e  

e x p e r i m e n t a l  d a t a  a n d  o b t a i n  k i n e t i c  p a r a m e t e r s .

2 . 2 1 . 1  C u r v e  p e e l i n g  m e t h o d  ( M a t t h e w s )  ( 1 6 0 ) :

I n  t h i s  a n a l y s i s  t h e  b i o l o g i c a l  s y s t e m  i s  d e s c r i b e d  

a s  a  c e n t r a l  c o m p a r t m e n t ,  r e p r e s e n t i n g  t h e  i n t r a v a s c u l a r  

p o o l ,  a n d  o u t e r  c o m p a r t m e n t s  c o n n e c t e d  t o  t h e  c e n t r a l  

e i t h e r  r e v e r s i b l y ,  r e p r e s e n t i n g  t h e  e x t r a v a s c u l a r  p o o l s ,  

o r  i r r e v e r s i b l y ,  t h a t  i s  t h e  u r i n e  e x c r e t i o n  p o o l  

( F i g .  1 2 ) .  I t  w a s  a s s u m e d  t h a t  a )  t h e  s y s t e m  i s  i n  a  

d y n a m i c  e q u i l i b r i u m ,  b )  a l l  n e w l y  s y n t h e s i s e d  p r o t e i n  

e n t e r s  t h e  i n t r a v a s c u l a r  c o m p a r t m e n t ,  c )  p r o t e i n  c a t a b ­

o l i s m  t a k e s  p l a c e  i n  t h e  i n t r a v a s c u l a r  c o m p a r t m e n t  o n l y ,  

a n d  d )  e x t r a v a s c u l a r  c o m p a r t m e n t s  a r e  n o t  c o n n e c t e d  t o  

e a c h  o t h e r .

T h e  d i f f e r e n t i a l  e q u a t i o n s  d e s c r i b i n g  t h e s e  r e ­

l a t i o n s h i p s  ( e q n . 1 ) 

dX
d t  = j  = 1 ^ j i ^ j  “  j  = 1 ^ i j  ^ 1 , 2  n )  e q n .  1

K j i  i s  t h e  f r a c t i o n  a t  t i m e  t  o f  p r o t e i n  i n  

c o m p a r t m e n t  j  p a s s i n g  i n t o  c o m p a r t m e n t  i  p e r  d a y .  

Xj[ i s  t h e  f r a c t i o n  o f  i n j e c t e d  d o s e  i n  t h e  i t h  

c o m p a r t m e n t .
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a r e  s o l v e d  b y  m e a n s  o f  L a p l a c e  t r a n s f o r m s  ( R e s c i g n o ,  163 )  

w h e r e  t h e  a m o u n t  o f  l a b e l  i n  e a c h  c o m p a r t m e n t  (Xj^) i s

r e p r e s e n t e d  by  a  n u m b e r  o f  e x p o n e n t i a l  f u n c t i o n s
- b i t  - b o t  - b i t

XjL = C-je + C26  + Cge  + ----------

e q u i v a l e n t  t o  n + 1 e x t r a v a s c u l a r  c o m p a r t m e n t s .  T h e

n u m b e r  o f  e x p o n e n t i a l  f u n c t i o n s  i s  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e

r a d i o a c t i v i t y  d e c a y  c u r v e  b y  t h e  p e e l i n g  m e t h o d .  T h a t  i s

t h e  t e r m i n a l  s i n g l e  e x p o n e n t i a l  c o m p o n e n t  o f  t h e  d e c a y

c u r v e  ( o f  s l o p e  b-j ) i s  e x t r a p o l a t e d  t o  i n t e r c e p t  t h e

o r d i n a t e  a t  t h e  p o i n t  C -] . T h e  e x t r a p o l a t e d  l i n e  i s  t h e n

s u b t r a c t e d  f r o m  t h e  o r i g i n a l  c u r v e  a t  s u i t a b l e  t i m e

i n t e r v a l s  t o  g i v e  e i t h e r  a  s t r a i g h t  l i n e ,  t h e  s l o p e  o f

w h i c h  e q u a l s  b 2 a n d  t h e  i n t e r c e p t  o n  t h e  o r d i n a t e ,  C 2 , o r

a n o t h e r  c u r v e  w h i c h  b e c o m e s  l i n e a r  a t  i t s  e n d .  I f  a

c u r v e  i s  o b t a i n e d ,  t h e  p r o c e s s  o f  e x t r a p o l a t i o n  a n d

s u b t r a c t i o n  i s  r e p e a t e d  u n t i l  a  s t r a i g h t  l i n e  i s  f i n a l l y

a c h i e v e d .  T h e  n u m b e r  o f  i n t e r c e p t s  e q u a l s  t h e  n u m b e r  o f

e x p o n e n t i a l  f u n c t i o n s ,  a n d  t h e  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  c a n  b e

c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  s l o p e s  a n d  i n t e r c e p t s  o f  t h e  s t r a i g h t

l i n e s  o b t a i n e d .

As a n  e x a m p l e  w h e r e  n = 3 ( F i g .  13)

Cl  + C2 -  1

Cl  =
b 2 ” b-) 

b i b 2 = k i ^ 2

b i  +  b 2  = k ' 1 ^ 2  +  +  k - 1 ^ 3

k-1^ 2  i s  t h e  e x c r e t i o n  r a t e  o r  t h e  f r a c t i o n a l  c a t a b o l i c  

r a t e  ( F C R )  a s  a  f r a c t i o n  o f  t h e  i n t r a v a s c u l a r  

p r o t e i n  p o o l  p e r  d a y .
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k ' 1^3  i s  t h e  f r a c t i o n a l  c a p i l l a r y  t r a n s f e r  o r  p e r m e ­

a b i l i t y  r a t e  w h i c h  d e s c r i b e s  t h e  f r a c t i o n  o f  t h e  

l a b e l  p a s s i n g  f r o m  p o o l  1 ( I . V . )  t o  p o o l  3 ( E x . V . )

d a i l y .

1 i s  t h e  r e v e r s e  r a t e  t o  k- j^g  

A l s o  ,  l n 2  _ 0 . 6 9 3
t i / 2  =  F T

1 1 / 2  i s  t h e  h a l f  l i f e  o f  t h e  p r o t e i n  d u r i n g  t h e  t e r m i n a l  

l o g - l i n e a r  d e c a y .

2 . 2 1 . 2  C o m p u t e r  a s s i s t e d  m u l t i c o m p a r t m e n t a l  a n a l y s i s  

( 1 6 2 , 1 6 4 , 1 6 5 ) .

T h i s  i s  a  g e n e r a l  s t a t i s t i c a l  m e t h o d  f o r  t h e  

a n a l y s i s  o f  b i o l o g i c a l  s y s t e m s  d e s c r i b e d  b y  l i n e a r  o r  

n o n - l i n e a r  f i r s t  o r d e r  d i f f e r e n t i a l  e q u a t i o n s .  I n  t h i s  

m e t h o d ,  a  c o m p a r t m e n t a l  m o d e l  i s  f o r m u l a t e d  w h i c h  c a n  b e  

i n t e r p r e t e d  a s  a  s e r i e s  o f  d i f f e r e n t i a l  e q u a t i o n s  ( s e e  

p r e v i o u s  s e c t i o n ) .  T h e s e  c a n  e i t h e r  b e  s o l v e d  a l g e b r a ­

i c a l l y  u s i n g  a  d e r i v e d  i n t e g r a t e d  r a t e  e q u a t i o n

n
X i ( t )  =  Z  Ai-I

j = 1

o r  b y  n u m e r i c a l  i n t e g r a t i o n  u s i n g  a  4 t h  o r d e r  R u n g e - K u t t a  

m e t h o d .  T h e  s o l u t i o n s  y i e l d  c a l c u l a t e d  v a l u e s  a t  e a c h  

t i m e  p o i n t  f o r  a  g i v e n  s e t  o f  r a t e  c o n s t a n t s .  T h e  l a t t e r  

c a n  t h e n  b e  a d j u s t e d  i n  a n  i t e r a t i v e  m a n n e r  t o  g i v e  t h e  

b e s t  f i t  o f  o b s e r v e d  t o  c a l c u l a t e d  d a t a  b y  a  p r o c e d u r e  

w h i c h  m i n i m i s e s  t h e  f u n c t i o n  

n
F = ^  ( o b s  - c a l c )  2 o v e r  n  p o i n t s .

1
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2 . 2 1 . 3  G r a p h i c a l  I n t e g r a t i o n  M e t h o d  ( N o s s l i n )  ( 1 6 1 ) .

I n  t h i s  t e c h n i q u e  t h e  b i o l o g i c a l  s y s t e m  i s  r e p r e ­

s e n t e d  by  a  m o d e l  c o m p r i s i n g  t w o  e x c h a n g i n g  p o o l s ,  i e ,  a n  

i n t r a v a s c u l a r  p o o l  ( P ) , a n d  e x t r a v a s c u l a r  p o o l  ( E ) ,  a n d  

a n  e x c r e t i o n  p o o l  ( U ) ,  F i g .  14 .  No a s s u m p t i o n s  a r e  m a d e  

a b o u t  e q u a l  d i s t r i b u t i o n  o f  s p e c i f i c  a c t i v i t y  i n  a l l  t h e  

e x t r a v a s c u l a r  s p a c e s  a s  w e l l  a s  t h e  s i t e  o f  c a t a b o l i s m ,  

t h u s  a n  a l l o w a n c e  i s  m a d e  f o r  b o t h  i n t r a v a s c u l a r  a s  w e l l  

a s  e x t r a v a s c u l a r  c a t a b o l i s m .  T o  u s e  t h i s  m e t h o d  b o t h  

p l a s m a  a n d  u r i n e  r a d i o a c t i v i t y  s h o u l d  b e  m e a s u r e d .

Th e  d i f f e r e n t i a l  e q u a t i o n s  d e s c r i b i n g  t h e  s y s t e m  

d p
d t  = -  ( k i  + k g )  P + kgE . . . ( a )

dE
d t  = k i P  -  ( ^ 2  + k ^ )  E . . . ( b )

a r e  r e a r r a n g e d  a n d  i n t e g r a t e d  f r o m  z e r o  t o  t i m e  t .

S u b s t i t u t i n g  f o r  E i n  e q u a t i o n  ( a )  a n d  i n t e g r a t i n g  

f r o m  0 t o  t ,  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n  i s  o b t a i n e d :

/  k i  k4  \  t  k 2
P -  1 = -  I k 3 + -------------------- f  P d t  -  --------------  E . . . ( c )

\  k 2 + k 4 /  o  k 2 + k 4

w h i c h  o n  r e a r r a n g e m e n t  g i v e s :  ^

1 -  P k 2 f  k i  k 4  \  c / "  P d t  . . . ( d )
----------  ~ ——----------- -f ( k3  + --------------  1 -------------- -

E k 2 + k 4 \  k 2 + k 4 /  E

R e a r r a n g i n g  t h e  i n t e g r a t e d  f o r m  o f  e q u a t i o n  ( b )  

g i v e s  :

t  t

o ^  E d t  1 /  k-| \  P d t
 --------------  — _  -------- ——  ^ I ---------------  I — . . . ( e )

E k 2  + k 4 \ k 2  + k 4 /  E

E q u a t i o n s  ( d )  a n d  ( e )  a r e  i n  t h e  f o r m  o f  s t r a i g h t

1 - Pl i n e  e q u a t i o n s ,  t h u s  t h e  p l o t  o f  t h e  v a r i a b l e s E
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r  k l  k a
v e r s u s  P d t  i s  a  s t r a i g h t  l i n e  o f  s l o p e  k -5 + --------------

— Ë  k 2 + k 4
k 2

a n d  i n t e r c e p t  ---------------   M o r e o v e r ,  t h e  p l o t  o f  t h e
k 2 -t k4

t  t
f  fv a r i a b l e s  o E d t  v e r s u s  o  P d t  i s  a n o t h e r  s t r a i g h t  

E E

l i n e  o f  s l o p e  k i   a n d  i n t e r c e p t  -1  ( P i g .  1 5 ) .
k2  + k 4  k 2  + k4

P r o m  t h e s e  s l o p e s  a n d  i n t e r c e p t s  t h e  k  v a l u e s  a r e  c a l c u ­

l a t e d  a n d  t h e  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  

r e l a t i o n s  :

T o t a l  PCR = k 3 +
k i  k4  

k g  + k4

I n t r a v a s c u l a r  FCR = K3

k i  k4
E x t r a v a s c u l a r  FCR =

k 2 + k4

a s  a  f r a c t i o n  o f  l a b e l  i n  
t h e  i n t r a v a s c u l a r  p o o l  p e r  
d a y .

I . V .  p o o l s / d a y  

I . V .  p o o l s / d a y

A l s o  E / P  r a t i o  =

— k 4

k i

a s  a  f r a c t i o n  o f  l a b e l  i n  
t h e  e x t r a v a s c u l a r  p o o l  p e r  
d a y .

k 2 + k4

w h e r e  E / P  i s  t h e  r a t i o  o f  t h e  m a s s  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e

e x t r a v a s c u l a r  a n d  i n t r a v a s c u l a r  p o o l s .
_t t

T h e  v a l u e s  o f  t h e  v a r i a b l e s  j  P d t  a n d  /  E d t ,
o  o

w h i c h  c o r r e s p o n d  t o  t h e  a r e a s  u n d e r  t h e  P a n d  E c u r v e s ,  

r e s p e c t i v e l y ,  a r e  c a l c u l a t e d  by  c u m u l a t i v e  s u m m i n g  o f  t h e  

g r a p h e d  v a l u e s  o f  t h e  c u r v e s  a t  d i f f e r e n t  t i m e  p o i n t s .

I f  c a t a b o l i s m  i n  t h e  s y s t e m  t a k e s  p l a c e  i n  b o t h  

i n t r a v a s c u l a r  a s  w e l l  a s  e x t r a v a s c u l a r  c o m p a r t m e n t s  t h e n  

t h e  i n t e r c e p t  o f  t h e  p l o t  f r o m  e q u a t i o n  ( d )  m u s t  h a v e  t h e
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v a l u e  o f  m o r e  t h a n  z e r o  a n d  l e s s  t h a n  u n i t y .  H o w e v e r ,  i f  

t h e  i n t e r c e p t  i s  u n i t y  t h e n  c a t a b o l i s m  t a k e s  p l a c e  

e n t i r e l y  i n  t h e  i n t r a v a s c u l a r  c o m p a r t m e n t .



SECTION 3 : RESULTS
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3.  1 STUDY I :  S e p a r a t i o n ,  p r o p e r t i e s  a n d  m e t a b o l i s m  o f

( AI )HDL p a r t i c l e .

T h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e  a n  i n v e s t i g a t i o n  

o f  h i g h  d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s  i n  w h i c h  t h e y  w e r e  s e p a r a t e d  

i m m u n o l o g i c a l l y  i n t o  p o p u l a t i o n s  w i t h  a n d  w i t h o u t  

a p o - A I I .

3 . 1 . 1  D e t e c t i o n  a n d  s e p a r a t i o n  o f  ( AI )HDL

1,  HDL2 a n d  HDL3 w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  p l a s m a  o f  

n o r m o l i p i d a e m i c  f e m a l e s  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  f i v e  d i f f e r e n t  

m o n o s p e c i f i c  a n t i s e r a  r a i s e d  a g a i n s t  a n t i - a p o - A I  a n d  

a n t i - a p o - A I I  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 1 7 .  T h e  r e s u l t s  

a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  5 ,  L i t t l e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  

p r e c i p i t a t e d  w i t h  t h e  n o n - i m m u n e  r a b b i t  s e r u m  ( N I R S )  

( l e s s  t h a n  2 % ) .  T h e  a n t i - a p o - A I  a n t i s e r a  p r e c i p i t a t e d  

m o s t  o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  p r e s e n t  i n  HDL2 a n d  H D L ] , i e ,

9 1 . 3  a n d  9 2 . 8 % ,  r e s p e c t i v e l y .  I n  c o n t r a s t ,  a n t i - a p o - A I I  

d i d  n o t  p r e c i p i t a t e  a l l  t h e  r a d i o a c t i v i t y ,  p a r t i c u l a r l y  

i n  HDL2 . I n  f a c t ,  o n l y  3 8 . 1  a n d  8 4 . 2 %  o f  t h e  r a d i o a c ­

t i v i t y  i n  HDL2 a n d  H D L ] , r e s p e c t i v e l y ,  w e r e  p r e c i p i t a t e d .  

T h i s  i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  t w o  i m m u n o l o g  i c a l l y  

d i s t i n c t  t y p e s  o f  p a r t i c l e s  i n  b o t h  HDL s u b f r a c t i o n s .

2 .  I n  o r d e r  t o  o b t a i n  t h e  n o n - A I I  c o n t a i n i n g  l i p o ­

p r o t e i n s  i n  a  u s a b l e  f o r m ,  i m m u n o a f f i n i t y  c o l u m n s  o f  

s e p h a r o s e - a n t i - a p o - A I I  w e r e  u t i l i s e d .  W h e n  a  k n o w n  

a m o u n t  o f  r a d i o i o d i n a t e d  HDL2 w a s  a p p l i e d  t o  t h e  i m m u n o ­

a f  f  i n i t y  c o l u m n  a n d  e l u t e d  w i t h  t r i s  b u f f e r ,  pH 8 . 0  ( a s  

d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 7 ) ,  54% o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  w as  

e l u t e d  f r o m  t h e  c o l u m n ,  l e a v i n g  t h e  r e m a i n i n g  p o r t i o n



Table 5: Precipitation of labelled HDL2 and HDL3 with antibodies.

% o f l a b e l % of l a b e l % o f  l a b e l

E x p erim en t p r e c i p i t a t e d  w ith p r e c i p i t a t e d  w ith p r e c i p i t a t e d

Number a n t i - a p o - A I a n t i " a p o -A II w ith  NIRS

HDL2 HDL3 HDL2 HDL3 HDL2 HDL3

0 .9 1 .5

1 9 1 .8 9 4 .0 4 1 .6 8 5 .0 0 .7 0 .5

2 92 .1 9 3 .8 3 9 .5 8 6 . 6

3 9 0 .8 9 2 .0 3 3 .0 78 .1

4 9 1 .3 9 2 .9 4 0 .8 8 8 .4

5 9 0 .3 9 1 .5 3 5 .4 8 3 .0

Mean 9 1 .3 9 2 .8 38.1 8 4 .2

+ 1 S D 0 .7 1 . 1 3 ,7 4 .0

N IR S : N o n -im m u n e  r a b b i t  s e r u m .
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( 4 6 % )  b o u n d  t o  t h e  a n t i - a p o - A I I  g e l .  T h i s  p r o c e d u r e  

r e m o v e d  a l l  A l l  p a r t i c l e s  f r o m  t h e  p r e p a r a t i o n  s i n c e  wh e n  

t h i s  e l u a t e  w a s  r e - a p p l i e d  t o  f r e s h  i m m u n o a f f i n i t y  c o l u m n  

a n d  e l u t e d  w i t h  t h e  s a m e  b u f f e r ,  95% o f  t h e  a p p l  i e d  

r a d i o a c t i v i t y  w a s  e l u t e d  f r o m  t h e  s e c o n d  c o l u m n .

T h e  e l u t e d  m a t e r i a l  w a s  d i a l y s e d  a n d  i t s  d e n s i t y  

r a i s e d  t o  1 , 2 1  k g / 1  b y  a d d i n g  s o l i d  KBr .  On u l t r a c e n ­

t r i f u g a t i o n  a t  4 5 , 0 0 0  r pm  f o r  24 h o u r s ,  m o r e  t h a n  70% o f  

t h e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  t o p  m i l l i l i t r e  

o f  t h e  t u b e .

3 .  T h i s  e l u a t e  f r o m  t h e  i m m u n o a f f i n i t y  c o l u m n  w a s  

f u r t h e r  t e s t e d  t o  d e t e r m i n e  i t s  c o m p o s i t i o n .  On a n  

i m m u n o d i f f u s i o n  p l a t e  i t  r e a c t e d  w i t h  a n t i - a p o - A I  b u t  n o t  

w i t h  a n t i - a p o - A I I  ( F i g .  1 6 )  a n d  w h e n  i t  w a s  i n c u b a t e d  

w i t h  a n t i - a p o - A I ,  92% o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  p r e c i p i t ­

a t e d  .

T h e  l i p o p r o t e i n s  r e t a i n e d  d u r i n g  t h e  s e p a r a t i o n  o f  

o n  c o l u m n s  o f  a n t i - a p o - A I I  a n t i b o d y  c o n j u g a t e d  

t o  s e p h a r o s e  w e r e  w a s h e d  w i t h  s a l i n e  a n d  t h e n  d i s s o c i a t e d  

w i t h  3M KCNS,  52% o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  s o l u b i l i s e d  

f r o m  t h e  a n t i b o d y - 1 i p o p r o t e i n  c o n j u g a t e  a f t e r  60 m i n u t e s  

i n c u b a t i o n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  I n  a  c o n t r o l  t u b e  w h e r e  

s a l i n e  w a s  u s e d  i n s t e a d  o f  KCNS,  o n l y  5% o f  t h e  r a d i o ­

a c t i v i t y  w as  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  c o m p l e x .  T h e  d i s s o c i a t e d  

f r a c t i o n  wa s  f o u n d  t o  h a v e  t h e  f l o t a t i o n  p r o p e r t i e s  o f  a  

l i p o p r o t e i n  w h e n  c e n t r i f u g e d  a t  d 1 . 2 1  k g / 1 .  M o r e o v e r ,



Figure  1 6 .  Im m un od i f f us io n  p l a t e  s h o w i n g  

p r e s e n c e  of  a p o - A I  and a b s e n c e  of apo -AII  in 

(AI)HDL p a r t i c l e  i s o l a t e d  by immunoaff ini ty  

c h r o m a t o g r a p h y .
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i t  r e a c t e d  w i t h  b o t h  a n t i - a p o - A I  a n d  a n t i - a p o - A I I  

a n t i s e r a  when  t e s t e d  i n  a n  i m m u n o d i f f u s i o n  p l a t e  ( F i g .  

16 )  .

4 .  A t h i r d  m e t h o d  w a s  u s e d  t o  s h o w  t h e  p r e s e n c e  o f  

d i s c r e t e  AI  a n d  A I / A I I  p a r t i c l e s  i n  HDL.  F r e s h  p l a s m a , 

HDL,  HDL2 a n d  HDL]  w e r e  a p p l i e d  t o  a t w o - p h a s e  i m m u n o -  

e l e c t r o p h o r e s i s  p l a t e  c o m p r i s i n g  a n t i - a p o - A I  a s  t h e  u p p e r  

p h a s e  a n d  a n t i - a p o - A I I  a s  t h e  l o w e r  ( a s  d e s c r i b e d  i n  

S e c t i o n  2 . 1 8 B ) ,  e a c h  o f  t h e s e  s a m p l e s  s h o w e d  a  p e a k  i n  

e a c h  p h a s e  ( F i g .  1 7 ) .  P l a s m a  g a v e  p e a k s  o f  s i m i l a r  

h e i g h t s  i n  b o t h  p h a s e s ,  w h i l e  HDL2 g a v e  a  s m a l l  p e a k  i n  

t h e  a n t i - a p o - A I I  p h a s e  a n d  m u c h  l a r g e r  o n e  i n  t h e  

a n t i - a p o - A I  p h a s e .  I n  c o n t r a s t ,  HDL]  ( a p p l i e d  a t  t h e  

s a me  t o t a l  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  a s  HDL2 ) s h o w e d  a  l a r g e r  

p e a k  i n  t h e  f i r s t  p h a s e  a n d  a  s h o r t e r  o n e  i n  t h e  a n t i -  

a p o - A I  p h a s e .  W h e n  ( A I ) H 0 L 2 , e l u t e d  f r o m  t h e  i m m u n o ­

a f f i n i t y  c o l u m n ,  w a s  r u n  o n  t h e  s a m e  p l a t e ,  a  p e a k  w a s  

o b s e r v e d  i n  t h e  a n t i - a p o - A I  p h a s e  o n l y  ( F i g ,  1 7 ) .  I n  

o r d e r  t o  s h o w  t h a t  t r a p p i n g  o f  t h e  H D L ( A I I )  c o n t a i n i n g  

p a r t i c l e s  w a s  c o m p l e t e ,  r a d i o i o d i n a t e d  HDL2 a t  f i v e  

d i f f e r e n t  d i l u t i o n s  w a s  r u n  o n  a  s i m i l a r  p l a t e .  T h e  

p e a k s  w e r e  c u t  f r o m  t h e  w e t  g e l  a n d  c o u n t e d .  S i m i l a r  

r a t i o s  w e r e  o b t a i n e d  i n  t h e  t w o  p h a s e s  a t  a l l  d i l u t i o n s  

i e  6 1 . 3  a n d  3 8 . 7 %  i n  t h e  a n t i - a p o - A I  a n d  a n t i - a p o - A I I ,  

r e s p e c t i v e l y  ( T a b l e  6 ) .

T h e  p o l y p e p t i d e  c o m p o s i t i o n  o f  l a b e l l e d  ( A I ) H D L 2 w a s  

a n a l y s e d  b y  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  An 

a l i q u o t  o f  t h e  m a t e r i a l  f r o m  a n  i m m u n o a f f i n i t y  c o l u m n  

e l u a t e  w a s  s u b j e c t e d  t o  PAGE s e p a r a t i o n  a s  d e s c r i b e d  i n



anti-apo-AI

anti-apo-AII

PLASMA (AI)HDL
K> W

Figure  17 .  T w o  p h a s e  e l e c t r o i m m u n o a s s a y  of  the  

(AI)HDL pa r t i c l e .



T a b l e  6 : T h e  m e a s u r e m e n t  o f  (ADHDL^  p a r t i c l e s  i n  t w o

p h a s e  e l e c t r o i m m u n o a s s a y :  E f f e c t s  o f  a n t i g e n  

d i l u t i o n .

D i l u t i o n
% o f  r a d i o a c t i v i t y i n

a n t i - a p o - A I p h a s e a n t i - a p o - A I I  p h a s e

5 / 2 5 6 0 . 7 3 9 . 3

4 / 2 5 6 1 . 6 3 8 . 4

3 / 2 5 6 0 . 6 3 9 . 4

2 / 2 5 6 0 . 1 3 9 . 9

1 / 2 5 6 3 . 4 3 6 . 6

Mean 6 1 . 3 3 8 . 7

+ 1 S D 1 . 3 1 . 3
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S e c t i o n  2 . 1 0 .  T h e  s t a i n e d  g e l s  w e r e  s l i c e d  i n t o  1mm 

s l i c e s  a n d  c o u n t e d .  1 4 . 1 %  o f  t h e  l a b e l  w a s  f o u n d  

a s s o c i a t e d  w i t h  a p o - C  a n d  t h e  r e s t  w i t h  a p o - A I .

3 . 1 . 2  E x c h a n g e  o f  a p o p r o t e i n s  b e t w e e n  ( A I ) HDL a n d  

( A I / A I I ) H D L  p a r t i c l e s

a .  I n  v i t r o

F i v e  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  v i t r o  t o  

d e t e r m i n e  w h e t h e r  A a p o p r o t e i n s  w e r e  e x c h a n g e d  b e t w e e n  

( A I )  a n d  ( A I / A I I )  c o n t a i n i n g  HDL p a r t i c l e s .

1) M i x t u r e s  o f   ̂  ̂ ) HDL2 w i t h  a  15  f o l d  e x c e s s  o f

e i t h e r  HDL2 o r  HDL]  w e r e  i n c u b a t e d ,  s e p a r a t e l y ,  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  24 h o u r s  a n d  t h e n  a p p l i e d  t o  i m m u n o ­

a f f i n i t y  c o l u m n s  c o n t a i n i n g  s e p h a r o s e - a n t i - a p o - A I I . T h e  

m a j o r i t y ,  i e ,  90 a n d  89% o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  p r e s e n t  i n  

t h e s e  HDL2 a n d  HDL]  m i x t u r e s ,  r e s p e c t i v e l y ,  p a s s e d  

t h r o u g h  t h e  c o l u m n .

2)  F o l l o w i n g  a n  i n c u b a t i o n  ( 3 0  m i n u t e s )  o f  ^ ^ ^ I - H D L ]  

w i t h  1 3 1 l - H D L ]  a n d  r e - i s o l a t i o n  b y  r a t e  z o n a l  u l t r a ­

c e n t r i f u g a t i o n  ( F i g ,  1 8 ) ,  a s  d e t a i l e d  i n  S e c t i o n  2 . 1 9 B ,  

7 1 . 1 %  o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  i n i t i a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  HDL2 

r e m a i n e d  i n  HDL2 . O f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  i n i t i a l l y  

a s s o c i a t e d  w i t h  HDL] 10 . 8% w a s  f o u n d  i n  HDL2 s u b f r a c t i o n  

( T a b l e  7 a )  f o l l o w i n g  i n c u b a t i o n .  T h e  HDL] s u b f r a c t i o n  

w a s  f o u n d  t o  c o n t a i n  2 8 . 9  a n d  8 9 , 2 %  o f  t h e  r a d i o a c t i v i ­

t i e s  i n i t i a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  HDL]  a n d  HDL] ,  r e s p e c t ­

i v e l y .

3)  A m i x t u r e  o f   ̂ ^ ^ I ( A I ) HDL]  a n d   ̂ ^ ^ I  HDL ( 1 5  f o l d  

e x c e s s )  was  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  20  m i n u t e s  

t h e n  s u b j e c t e d  t o  r a t e  z o n a l  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  T h e
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T a b l e  7 a :  D i s t r i b u t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y  a f t e r  i n c u b a ­
t i o n  o f  w i t h

F r a c t i o n o f  r a d i o a c t i v i t y  i n i t i a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h

S e p a r a t e d HDL2 ( HDL3

HDL2 71 . 1 1 0 . 8

HDL3 2 8 . 9 8 9 . 2

T a b l e  7 b : D i s t r i b u t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y  a f t e r  i n c u b a ­

t i o n  o f  ^ ^ ^ I - ( A I ) H D L 2 w i t h  ^ ^ ^ I - H D L .

F r a c t i o n o f  r a d i o a c t i v i t y  i n i t i a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h

S e p a r a t e d ( A I ) H D L 2 ( 1 2 5 i ) HDL ( ' ' 3 1 1)

HDL 2 7 8 . 5 1 5 . 5

HDL3 2 1 . 5 8 4 . 5
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d i s t r i b u t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y  among t h e  HDL s u b f r a c t i o n s  

i s  s h o w n  i n  T a b l e  7 b .  T h e  i s o l a t e d  HDL2 s u b t r a c t  i o n  w a s  

f o u n d  t o  c o m p r i s e  7 8 . 5  a n d  1 5 . 5% o f  t h e  r a d i o a c t i v i t i e s  

i n i t i a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  ( A I ) HDL2 a n d  HDL,  r e s p e c t i v e l y .  

On t h e  o t h e r  h a n d  HDL3 c o m p r i s e d  2 1 , 5  a n d  8 4 . 5 %  o f  t h e s e  

r a d i o a c t i v i t i e s .

4)  W h e n  125%(A%)%DL2 w a s  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

f o r  20 m i n u t e s  w i t h  a  15 f o l d  m o l a r  e x c e s s  o f  u n l a b e l l e d  

HDL3 a n d  t h e  m i x t u r e  s u b j e c t e d  t o  r a t e  z o n a l  u l t r a c e n t r i ­

f u g a t i o n ,  18% o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  h a d  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  

HDL3 d e n s i t y  r a n g e ,  a n d  f o l l o w i n g  p r o l o n g e d  i n c u b a t i o n  

( 7 2  h o u r s ) ,  t h i s  r o s e  t o  3 4 . 3 % .

5)  I n  a  f u r t h e r  e x p e r i m e n t  l a b e l l e d  ( A I / A I I  ) HDL b o u n d  

t o  a n t  i - a p o - A I I - s e p h a r o s e  w a s  i n c u b a t e d  s e p a r a t e l y  w i t h  

e q u a l  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  ( A I ) H D L 2 / HDL2 a n d  HDL3 . 

R e c o v e r y  o f  s o l u b l e  r a d i o a c t i v i t y  s h o w e d  t h a t  1 7 . 9 %  o f  

t h e  a n t i b o d y  b o u n d  l a b e l  h a d  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  ( A I ) H D L 2 

p a r t i c l e  w h i c h  may p o s s i b l y  b e  a t t r i b u t e d  t o  t h e  e x c h a n g e  

o f  C - a p o p r o t e i n ,  s i n c e  a p o - C  c o m p r i s e s  a p p r o x i m a t e l y  15% 

o f  t h e  ( A I  ) HDL2 a p o p r o t e i n s .  On t h e  o t h e r  h a n d  37 a n d  

51% o f  t h e  l a b e l  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  HDL2 a n d  HDL3 , 

r e s p e c t i v e l y .  T h i s  i n c r e a s e d  e x c h a n g e  o f  r a d i o a c t i v i t y  

f r o m  t h e  g e l  b o u n d  l i p o p r o t e i n  m u s t  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  

t h e  l o s s  o f  r a d i o a c t i v e  a p o - A  i n t o  t h e s e  f r a c t i o n s .

b .  I n  v i v o

A m i x t u r e  o f  a u t o l o g o u s  1 2 5 i ( A J ) H D L 2  a n d  ^31% HDL o f  

s i m i l a r  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  w a s  i n j e c t e d  i n t o  t h e  

b l o o d s t r e a m  o f  t w o  n o r m o l i p i d a e m i c  y o u n g  f e m a l e s .  

T h e r e a f t e r ,  b l o o d  s a m p l e s  w e r e  w i t h d r a w n  o n  t h r e e



67.

d i f f e r e n t  o c c a s i o n s ,  a n d  t h e  p l a s m a  s u b j e c t e d  t o  r a t e  

z o n a l  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  t o  d e t e r m i n e  t h e  d i s t r i b u t i o n  

o f  r a d i o a c t i v i t y  among  t h e  HDL2 a n d  HDL3 f r a c t i o n s .  T h e  

r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  8 a n d  F i g u r e  1 9 .  D u r i n g  t h e  

f i r s t  d a y  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n ,  m o s t  o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  

i n i t i a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  ( A I ) HDL2 w a s  f o u n d  i n  t h e  HDL2 

f r a c t i o n .  H o w e v e r ,  b e t w e e n  t h e  f i r s t  a n d  t h i r d  d a y s  t h i s  

d e c r e a s e d  a n d  r e a c h e d  a  c o n s t a n t  v a l u e  o f  a b o u t  40% o f  

t o t a l  1 2 5 j  i n  t h e  s a m p l e .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  r a d i o a c t i v i t y  

i n j e c t e d  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  t o t a l  HDL w a s  f o u n d  t o  h a v e  

a  c o n s t a n t  d i s t r i b u t i o n  t h r o u g h o u t  t h e  s t u d y  p e r i o d  b o t h  

i n  HDL2 a n d  HDL3 .

As i s  c l e a r  f r o m  T a b l e  8 a n d  F i g u r e  1 9 ,  t h e  d i s t r i b ­

u t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y  i n i t i a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  

( AI  ) HDL2 f u n l i k e  t h a t  a s s o c i a t e d  w i t h  t o t a l  HDL, w a s  n o t  

i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  m a s s  d i s t r i b u t i o n  o f  HDL2 a n d  

H D L ] ; b u t ,  r a t h e r ,  i t  w a s  h i g h e r  i n  HDL2 t h a n  w o u l d  b e  

e x p e c t e d .  T h i s  p o s s i b l y  i n d i c a t e d  t h a t  m i n i m a l  e x c h a n g e  

h a d  t a k e n  p l a c e  b e t w e e n  t h e  ( A I ) H D L  a n d  ( A I / A I I ) H D L  i n  

b o t h  d e n s i t y  f r a c t i o n s .  And t h i s  v i e w  w a s  s u p p o r t e d  b y  

t h e  i n  v i t r o  r e s u l t s  w h e r e  m o s t  o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  w as  

r e c o v e r e d  a s s o c i a t e d  w i t h  ( A I )  HDL w h e n  t h e  l a b e l l e d  

( AI  ) HDL2 w a s  i n c u b a t e d  w i t h  e i t h e r  HDL2 o r  HDL3 ; 

m o r e o v e r ,  t h e  r e s u l t s  o f  o t h e r  i n c u b a t i o n  e x p e r i m e n t s  

s u p p o r t  t h i s  c o n c e p t  ( T a b l e s  7 a  a n d  7 b ) .

3 . 1 . 3  T u r n o v e r  o f  (AI )HDL a n d  HDL

T h i s  s t u d y  w a s  d e s i g n e d  t o  c o m p a r e  t h e  k i n e t i c s  o f  

a p o - A I  i n  t o t a l  HDL a n d  i n  (AX)HDL p a r t i c l e s .  T h i s  wa s  

p e r f o r m e d  i n  t w o  y o u n g  n o r m o l i p i d a e m i c  f e m a l e s ,  w h o  w e r e
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F r a c t i o n  number

A : 1 0 minutes s a m p l e  a f t e r  inject ion.
B : 3 d a y s  sampl e  af ter  i n j e c t i o n .

C : 7 d a y s  s a m p l e  a f t er  i n j e c t i o n .

1 2 5 ,Figure 19. Rat e  z o n a l  p r o f i l e s  a f t e r  i n j ec t i on  of  '  ̂ l(AI)HDI_2 

a n d  ^^^IHDL mixture  into a normal female  (MP).
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e a c h  g i v e n  a n  i n j e c t i o n  o f  a  m i x t u r e  o f  a u t o l o g o u s  

HDL a n d   ̂ I  ( AI  ) HDL2 . B l o o d  s a m p l e s  w e r e  w i t h d r a w n  a n d  

u r i n e  w a s  c o l l e c t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  ( S e c t i o n  

2 , 2 0 ) ,  T h e i r  p l a s m a  l i p o p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  a r e  

d o c u m e n t e d  i n  T a b l e  9 .

T h e  r e s u l t i n g  p l a s m a  d e c a y  c u r v e s  ( F i g .  2 0 )  w e r e  

a n a l y s e d  b y  t h e  t h r e e  m a t h e m a t i c a l  m e t h o d s  d e t a i l e d  

e a r l i e r ,  a n d  t h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  1 0 ,  When 

t h e s e  r e s u l t s  w e r e  a n a l y s e d  b y  t h e  M a t t h e w s  ( 1 6 0 )  m e t h o d ,  

s i m i l a r  t o t a l  FCR v a l u e s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  b o t h  HDL 

p a r t i c l e s .  H o w e v e r ,  a n a l y s i n g  t h e s e  r e s u l t s  b y  t h e  o t h e r  

t w o  m e t h o d s ,  i e ,  t h e  m u l t i c o m p a r t m e n t a l  ( B e r m a n )  ( 1 6 2 )  

a n d  t h e  g r a p h i c a l  i n t e g r a t i o n  m e t h o d  ( N o s s l i n )  ( 1 6 1 ) ,  

s h o w e d  t h a t  a n  a p p r e c i a b l e  p r o p o r t i o n  o f  b o t h  p a r t i c l e s  

w a s  c a t a b o l i s e d  i n  t h e  e x t r a v a s c u l a r  c o m p a r t m e n t .  T h e  

i n t r a v a s c u l a r  FCR f o r  b o t h  p a r t i c l e s  w a s  h i g h e r  t h a n  

t h e i r  e x t r a v a s c u l a r  FCR.  H o w e v e r ,  a l t h o u g h  t h e  t o t a l  

FCRs o f  t h e  t wo  p a r t i c l e s  w e r e  s i m i l a r ,  s m a l l  d i f f e r e n c e s  

i n  t h e  i n t r a v a s c u l a r  a s  w e l l  a s  t h e  e x t r a v a s c u l a r  F C R s  

w e r e  o b s e r v e d .

T h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  d e c a y  c u r v e s  o f  a p o - A I  a n d  

a p o - A I I  ( F i g .  2 1 ) ,  i s o l a t e d  f r o m  HDL o f  t h e  t wo  s u b j e c t s ,  

w e r e  a n a l y s e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  M a t t h e w s  ( 1 6 0 )  a n d  t h e  

r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  1 1 .  I n  o n e  s u b j e c t  (MP)  

a p o - A I  i n  (AI )BIDL a n d  t o t a l  HDL p a r t i c l e s  d e c a y e d  a t  

s i m i l a r  r a t e s  a s  d i d  a p o - A I I  i n  t o t a l  HDL. On t h e  o t h e r  

h a n d ,  d a t a  f r o m  t h e  o t h e r  s u b j e c t  ( J S )  s h o w e d  t h a t  t h e  

t h r e e  a p o p r o t e i n s  d e c a y e d  i n  d i f f e r e n t  r a t e s ,  A p o - A I  i n  

( A I ) H D L  h a d  a  s l o w e r  f r a c t i o n a l  c a t a b o l i c  r a t e  t h a n  t h a t
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125 l-AI

" ’ l-AII

“D

D a y s

Figre 21. Specific activity decay curves of apo-AI

and apo-AII after the injection of ^̂ ®i(AI)HDL 

and ’^̂ IHDL mixture (JS).

Each c u r v e  r e p r e s e n t s  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  

d e c a y  o f  a p o - A I  o r  a p o - A I I  p r o t e i n  i s o l a t e d  

f r o m  HDL by PAGE e l e c t r o p h o r e s i s .



T a b l e  11 ;  A p o - A I  a n d  a p o - A I I  k i n e t i c s  a f t e r  t h e  

i n j e c t i o n  o f   ̂ 2 5 i  a n d  131i_HDL

m i x t u r e .

S u b j e c t a p o p r o t e i n
FCR

p o o l s / d a y
% I . V .

t l / 2

d a y s

'>25i 0 . 2 0 0 7 0 .  1 5 . 9 7

M. P . ' i ^ l i  AI 0 . 206 6 9 . 4 5 . 6 8

131% A l l 0 . 2 0 0 8 2 .  1 4 . 5 7

1 2 5 x AI 0 .  158 6 9 . 9 7 . 0 2

J . S . 1 3 1 I  AI 0 .  173 7 3 . 4 6 . 1 3

1 3 1 i  A l l 0 . 226 6 3 . 6 5.  46



6 9 .

i n  t h e  t o t a l  HDL,  0 . 1 5 8  a n d  0 . 1 7 3  p o o l s / d a y ,  r e s p e c t ­

i v e l y .  B u t ,  a p o - A I I  i n  t o t a l  HDL h a d  a  f a s t e r  FCR ( 0 . 2 2 6  

p o o l s / d a y )  t h a n  e i t h e r  o f  t h e  AI  a p o p r o t e i n  p r e p a r a t i o n s .

T h e  s m a l l  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  FC R s  o b s e r v e d  b e t w e e n  

( A I ) H D L  a n d  t o t a l  HDL a s  w e l l  a s  t h o s e  b e t w e e n  t h e i r  

a p o p r o t e i n s  a r e  n o t  r e a d i l y  e x p l a i n e d ,  b u t  t h e y  m i g h t  

h a v e  b e e n  m o r e  p r o n o u n c e d  h a d  t h e  ( A I / A I I ) HDL p a r t i c l e  

b e e n  u s e d  i n s t e a d  o f  t h e  t o t a l  HDL. T h e  f o r m e r  h a d  n o t  

b e e n  u s e d  d u e  t o  t h e  d i f f i c u l t i e s  e n c o u n t e r e d  i n  i t s  

i s o l a t i o n .

3 . 1 . 4  P h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  ( A I ) HDL^

F a s t i n g  b l o o d  s a m p l e s  f r o m  t h r e e  n o r m o l i p i d a e m i c  

y o u n g  f e m a l e s  w e r e  u s e d  t o  i s o l a t e  HDL2 f r o m  t h e  p l a s m a  

p r i o r  t o  p r e p a r i n g  t h e  ( A I ) HDL2 p a r t i c l e .  T h e  m o l e c u l a r  

w e i g h t s ,  f l o t a t i o n  r a t e s  a n d  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n s  o f  

b o t h  l i p o p r o t e i n s  w e r e  d e t e r m i n e d .  T h e  r e s u l t s  a r e  

d o c u m e n t e d  i n  T a b l e  12 a n d  F i g u r e  2 2 a .  T h e s e  r e s u l t s  

s h o w  t h a t  ( A I ) HDL2 d o e s  n o t  d i f f e r  m a r k e d l y  f r o m  i t s  

p a r e n t  HDL2 f w h i c h  i s  i n  a c c o r d  w i t h  t h e  f a c t  t h a t  t h e  

f o r m e r  a c c o u n t s  f o r  67% o f  t h e  t o t a l  HDL2 . B o t h  l i p o ­

p r o t e i n s  h a v e  s i m i l a r  c o m p o s i t i o n ,  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  

f l o t a t i o n  r a t e .

When t h e  f l o t a t i o n  p a t t e r n  o f  ( A I ) H D L ,  i s o l a t e d  f r o m  

t o t a l  HDL, i s  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  o f  t h e  t o t a l  HDL,  t h e  

f o r m e r  s h o w e d  f o u r  m a x i m a  i n  t h e  r a n g e  F 1  ̂ 2 1 - 8

( F i g .  2 2 b ) .  T h e  f i r s t  t w o  m a x i m a  c o r r e s p o n d  t o  t h e  HDL3 

a n d  t h e  o t h e r  t w o  o c c u r  i n  t h e  HDL2 d e n s i t y  r a n g e .
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Flotation rate  F , .2 

6  5 4 3

"O

HDL

^ (AI)HDL

14

Figure 2 2 a .  Flotation p a t te r n s  of  HDLg and (ADHDL2 

o f  a normolipidaemic young fem ale  (BD).

9 8
Flotation rate  Fi,2 

7 6  5 4  3

-10HDL

(Al)HDL

Figure 2 2 b .  Flotation p a t t e r n s  of tota l  HDL and (Al)HDL (BD),
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3 . 1 . 5  D i s t r i b u t i o n  o f  ( AI )HDL i n  p l a s m a

P l a s m a  s a m p l e s  f r o m  a  g r o u p  o f  e l e v e n  n o r m o l i p i d ­

a e m i c  y o u n g  v o l u n t e e r s  w e r e  a n a l y s e d  f o r  t h e i r  HDL 

s u b f  r a c t  i o n s  a n d  a p o p r o t e i n  A c o n t e n t ,  a n d  e l e c t r o ­

i m m u n o a s s a y  m e a s u r e m e n t s  w e r e  ma d e  o f  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  

t h e  l a t t e r  b e t w e e n  t h e  HDL 2 a n d  HDL3 f r a c t i o n s  ( s e e  

S e c t i o n s  2 . 1 2  a n d  2 . 1 8 ) .  T h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  

T a b l e s  13 a n d  1 4 .  T h e y  d e m o n s t r a t e  t h a t  a p o - A I  a s s o c i a t ­

e d  w i t h  t h e  ( A I ) H D L  f r a c t i o n  o f  p l a s m a ,  w i t h  HDL2 a n d  

w i t h  HDL3 a c c o u n t s  f o r  4 2 ,  72 a n d  44%,  r e s p e c t i v e l y ,  o f  

t h e i r  t o t a l  a p o - A I  c o n t e n t .  M o r e o v e r ,  t h e  m o l a r  r a t i o  o f  

a p o - A I / a p o - A I I  i n  t h e  ( A I / A I I ) HDL f r a c t i o n  o f  t h e s e  

m a t e r i a l s  i s  s i m i l a r ,  i e  1 . 2 , 1 , 1  a n d  1 . 1 , r e s p e c t i v e l y .

3 . 1 . 6  E f f e c t  o f  n i c o t i n i c  a c i d  a n d  p r o b u c o l  o n  t h e

d i s t r i b u t i o n  o f  (AI )HDL p a r t i c l e  i n  p l a s m a  a n d  

HDL s u b f r a c t i o n s

S i x  h e a l t h y  p r e - m e n o p a u s a l  n o n - p r e g n a n t  f e m a l e s  w e r e  

e x a m i n e d  o n  t h r e e  o c c a s i o n s ,  n o n e  h a v i n g  t a k e n  a n y  d r u g s  

( e x c e p t  w h e r e  s p e c i f i e d )  d u r i n g  t h e  p e r i o d  o f  t h e  s t u d y .  

On t h e  f i r s t  s t u d y  p e r i o d ,  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n s  o f  HDL 

a n d  i t s  s u b t r a c t i o n s  w e r e  m e a s u r e d  a n d  t h e  a p o - A  c o n t e n t  

o f  t h e s e  f r a c t i o n s  d e t e r m i n e d .  T h e s e  a n a l y s e s  w e r e  

r e p e a t e d  f o l l o w i n g  t w o  w e e k s  o f  n i c o t i n i c  a c i d  t h e r a p y  

( 2  g m / d a y ,  5 s u b j e c t s )  a n d  t h e n  a f t e r  o n e  m o n t h  o f  

p r o b u c o l  (1 g m / d a y ) .  T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e s  

1 5 - 1 9 .

i )  N i c o t i n i c  a c i d :  T h i s  d r u g  l o w e r e d  t h e  p l a s m a

l e v e l s  o f  L D L - c h o l e s t e r o l  b y  4 7% ( p < 0 . 0 1 ) ,  b u t  i t  h a d  n o  

c o n s i s t e n t  e f f e c t  o n  H D L - c h o l e s t e r o l . I n  s p i t e  o f  t h i s ,
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T a b l e  1 7 a ;  C h a n g e s  i n  {ADHDL^ a n d  HDL^ c o m p o s i t i o n  

d u r i n g  n i c o t i n i c  a c i d  t h e r a p y .

( A D H D L ^ HDL^

C N C N

P r o t e i n 4 4 . 1 * ' b 4 3 . 2 4 0 .  7 4 2 . 6

P h o s p h o l i p i d 3 1 . 4 3 1 . 9 3 2 . 2 3 1 . 1

F C 5 . 9 6 . 2 7 . 2 7 . 0

E C 1 8 . 6 1 8 . 9 2 0 . 0 1 9 . 1

a .  Mean

b .  gm / l O O g m

F C : F r e e  C h o l e s t e r o l  

E C : E s t e r i f i e d  C h o l e s t e r o l

T a b l e  1 7 b :  E f f e c t  o f  n i c o t i n i c  a c i d  o n  ( A l j H D L ^  c o n c e n t r a t i o n ,

% o f  (AI )HD L^
P l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  m g / d l

S u b j e c t
i n  HDL^

( A D H D L ^ ( A I / A I D H D L ^

C N C N C N

B . D . 5 9  8 3 . 7 6 6  1 3 2 46  26

E .M . 5 9 . 8  7 4 . 4 18  41 12  1 4

Mean  + 1 S D 5 9 . 4  7 9 . 1 42  8 6 . 5 29  2 0

C : C o n t r o l

N: N i c o t i n i c  A c i d
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i t  h a d  a  d r a m a t i c  i n f l u e n c e  o n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  HDL2 

a n d  HDL3 i n  p l a s m a  ( F i g .  2 3 ) .  I t  r a i s e d  t h e  HDL2 l e v e l  

b y  44% ( p < 0 . 0 1 )  a n d  l o w e r e d  t h a t  o f  HDL3 b y  28% ( p < 0 . 0 1 ) .  

C o n s e q u e n t l y ,  t h e  p l a s m a  HDL2 / H D L 3 r a t i o  w a s  d o u b l e d  

( p < 0 , 0 0 1 )  ( T a b l e  1 5 ) .  S i m i l a r l y ,  a l t h o u g h  i t  h a d  n o  

c o n s i s t e n t  e f f e c t  o n  t h e  p l a s m a  t o t a l  a p o - A I  c o n c e n t r a ­

t i o n ,  i t  i n c r e a s e d  t h e  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  o f  a p o - A I  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  ( AI )HDL by  19% ( p < 0 . 0 5 )  a n d  d e c r e a s e d  

t h a t  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  ( A I / A I I ) H D L  by  21% ( p < 0 . 0 5 ) .  I n  

a d d i t i o n  t o  t h a t  t h e  p l a s m a  l e v e l  o f  a p o - A I I  w a s  l o w e r e d  

b y  22% ( p < 0 . 0 1 ) .  T h e  d r u g  d i d  n o t  c h a n g e  t h e  a p o - A I /  

a p o - A I I  r a t i o  i n  ( A I / A I I ) H D L  f r a c t i o n  o f  p l a s m a ,  HDL2 o r  

HDL3 ( T a b l e s  15 a n d  1 6 ) .  I n  s p i t e  o f  t h e  r e d u c t i o n  i n  

t h e  p l a s m a  HDL3 l e v e l ,  i t s  a p o p r o t e i n  c o m p o s i t i o n  d i d  n o t  

c h a n g e  s i g n i f i c a n t l y .  H o w e v e r ,  t h e  r i s e  i n  t h e  p l a s m a  

HDL2 c o n c e n t r a t i o n  i s  a t t r i b u t a b l e  t o  t h e  i n c r e a s e  i n  i t s  

( A I ) H D L 2  c o n t e n t  s i n c e  t h e  p r o p o r t i o n  o f  a p o - A I  a s s o c i ­

a t e d  w i t h  t h e  l a t t e r  w a s  i n c r e a s e d  b y  18% ( p < 0 . 0 1 ) .

M o r e o v e r ,  t h e  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  i n  ( A I / A I I ) HDL2 d e ­

c r e a s e d  b y  27% ( p < 0 . 0 2 )  a n d  21% ( p < 0 . 0 5 ) ,  r e s p e c t i v e l y  

( T a b l e  1 6 ) .

HDL2 a n d  ( A I ) H D L 2 w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  p l a s m a  o f  

t w o  s u b j e c t s  b e f o r e  a n d  d u r i n g  t h e  t h e r a p y .  T h e i r  

c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  a n d  t h e  ( A I ) H D L 2 c o n t e n t  o f  HDL2 

w e r e  m e a s u r e d .  No c h a n g e  w as  o b s e r v e d  i n  t h e i r  c o m p o s i ­

t i o n  ( T a b l e  1 7 a ) .  H o w e v e r ,  t h e  p e r c e n t a g e  o f  ( A I ) H D L 2 i n  

HDL2 a n d  i t s  c o n c e n t r a t i o n  i n  p l a s m a  w e r e  i n c r e a s e d  w h i l e  

t h o s e  o f  ( A I / A I I ) H D L 2 w e r e  d e c r e a s e d  ( T a b l e  1 7 b ) .
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i i )  P r o b u c o l :  I n  c o n t r a s t  t o  n i c o t i n i c  a c i d ,  t h i s

d r u g  c a u s e d  a  d r a m a t i c  d r o p  i n  t h e  p l a s m a  l e v e l  o f  HDLg 

( F i g .  23  a n d  T a b l e  1 8 ) ;  m o r e o v e r ,  t h e  HDL2 / H D L 3 r a t i o  i n  

t h e  p l a s m a  w a s  d e c r e a s e d  b y  57% ( p < 0 . 0 5 ) .  T h e  d r u g

l o w e r e d  b o t h  HDL-  a n d  L D L - c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n s  i n  

p l a s m a  by  31% ( p < 0 . 0 2 )  a n d  20% ( p < 0 . 0 5 ) ,  r e s p e c t i v e l y .  I n  

a d d i t i o n  t o  t h a t ,  t h e  p l a s m a  l e v e l s  o f  t o t a l  a p o - A I ,  

a p o - A I I  a n d  a p o - A I  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  ( A I ) H D L  f e l l  

s i g n i f i c a n t l y  ( b y  7 ,  22 a n d  8 %, r e s p e c t i v e l y  ( T a b l e  1 8 ) ) ,  

I t  s e e m s  t h a t  t h e  d r o p  i n  t h e  ( A I ) H D L 2 a c c o u n t s  f o r  t h e  

r e d u c t i o n  i n  t h e  p l a s m a  HDL2 l e v e l ,  s i n c e  t h e  c o n c e n t r a ­

t i o n  o f  t h e  a p o - A I  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  f o r m e r  l i p o p r o t e i n  

f e l l  b y  14% ( p < 0 . 0 5 ) .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

t h e  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  a s s o c i a t e d  w i t h  ( A I / A I I ) HDL2 

i n c r e a s e d  by  20% ( p < 0 , 0 5 )  a n d  21% ( p < 0 , 0 5 ) ,  r e s p e c t i v e l y .  

On t h e  o t h e r  h a n d ,  HDL3 a p o p r o t e i n s  d i d  n o t  s h o w  a n y  

s i g n i f i c a n t  c h a n g e  o n  t r e a t m e n t  ( T a b l e  1 9 ) ,  S i m i l a r  t o  

n i c o t i n i c  a c i d ,  p r o b u c o l  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  a p o - A I / a p o -  

A I I  r a t i o  i n  t h e  ( A I / A I I ) H D L  f r a c t i o n  o f  p l a s m a ,  o f  HDL2 

o r  o f  HDL3 ( T a b l e s  18 a n d  1 9 ) ,

3 . 1 , 7  D i s c u s s i o n

T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  HDL c o n t a i n s  t w o  

i m m u n o l o g i c a l l y  d i s t i n c t  t y p e s  o f  p a r t i c l e s :  o n e  t y p e  h a s  

a p o - A I  a s  i t s  m a j o r  a p o p r o t e i n  ( ( A I ) H D L )  a n d  t h e  o t h e r  

( ( A I / A I I ) HDL) c o n t a i n s  b o t h  a p o - A I  a n d  a p o - A I I ,  B o t h  

p a r t i c l e s  b e h a v e  a s  l i p o p r o t e i n s  i n  t h a t  t h e y  f l o a t  a t  a  

s o l u t i o n  d e n s i t y  o f  1 . 2 1  k g / 1 . M o r e o v e r ,  t h e y  a p p e a r  t o  

b e  p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  e n t i t i e s  s i n c e  t h e y  w e r e  

d e t e c t e d  i n  f r e s h  u n t r e a t e d  p l a s m a  b y  t h e  t w o - p h a s e  g e l
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t e c h n i q u e .  T h e i r  c o n c e n t r a t i o n s  c a n  b e  m e a s u r e d  i n  w h o l e  

p l a s m a  o r  i n  i s o l a t e d  HDL s u b f r a c t i o n s  b y  m o r e  t h a n  o n e  

m e t h o d .  T h e  ( AI )HDL p a r t i c l e s  w e r e  q u a n t i t a t e d  d i r e c t l y  

b y  t h r e e  p r o c e d u r e s :

a )  t h e  i m m u n o a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  u s i n g  a n t i - a p o - A I I  ;

b )  t h e  t w o - p h a s e  a g a r o s e  g e l  i m m u n o - e l e c t r o p h o r e s i s ; a n d

c )  i m m u n o p r é c i p i t a t i o n  w i t h  a n t i - a p o - A I I  a n t i b o d y  a n d  

m e a s u r i n g  t h e  a p o - A I  c o n t e n t  o f  t h e  s u p e r n a t a n t .  T h e  

l a s t  t w o  t e c h n i q u e s  a r e  a p p l i c a b l e  t o  p l a s m a  s a m p l e s .  I n  

t h e  t h r e e  m e t h o d s  t h e  a m o u n t  o f  t h e  ( A I /  A l l )  HDL c a n  b e  

c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  a m o u n t  o f  

t o t a l  HDL i n  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l  a n d  t h a t  o f  t h e  

( A I ) HDL. H o w e v e r ,  t h e  f i r s t  m e t h o d  w a s  u s e d  f o r  p r e ­

p a r a t i o n  o f  t h e  ( AI )HDL p a r t i c l e s .

I n  s p i t e  o f  t h e  f a c t  t h a t  b o t h  p a r t i c l e s  c o n t a i n  

a p o - A I ,  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e r e  i s  l i t t l e  e x c h a n g e  o f  

a p o - A I  b e t w e e n  t h e m  e i t h e r  i n  v i t r o  o r  i n  v i v o . T h e  

r e s u l t s  o f  t h e  e x c h a n g e  e x p e r i m e n t s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  

t r a n s f e r  o f  AI r a d i o a c t i v i t y  was  m i n i m a l  i n  b o t h  d e n s i t y  

r a n g e s ,  HDL% a n d  HDL3 ( T a b l e s  7 a n d  8 ) .  I n  c o n t r a s t ,  

e x c h a n g e  b e t w e e n  s i m i l a r  p a r t i c l e s  a p p a r e n t l y  t o o k  p l a c e  

i n  b o t h  d e n s i t y  r a n g e s .  B e a r i n g  i n  m i n d  t h a t  t h e  

e x c h a n g e  b e t w e e n  ( AI ) H D L a n d  ( A I / A I I ) H D L  w a s  m i n i m a l ,  i t  

c o u l d  b e  c o n c l u d e d  t h a t  b o t h  p a r t i c l e s  a r e  b i o l o g i c a l l y  

d i s t i n c t  a l t h o u g h  t h e y  m a y  h a v e  s i m i l a r  f r a c t i o n a l  

c a t a b o l i c  r a t e s .  T h i s  c o n c e p t  w a s  f u r t h e r  s u p p o r t e d  by  

t h e  d r u g  p e r t u r b a t i o n  s t u d y  w h i c h  e s t a b l i s h e d  t h a t  

n i c o t i n i c  a c i d  t r e a t m e n t  m a r k e d l y  i n c r e a s e d  t h e  p l a s m a  

c o n c e n t r a t i o n  o f  ( AI )H D L  w i t h  t h e  c o n c o m i t a n t  d e c r e a s e  i n
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t h a t  o f  ( A I / A I I ) HDL ( T a b l e  1 5 ) .  M o r e o v e r ,  p r o b u c o l  

t h e r a p y  d e c r e a s e d  t h e  p l a s m a  l e v e l s  o f  b o t h  l i p o p r o t e i n s  

b u t  n o t  t o  t h e  s a m e  e x t e n t  ( T a b l e  1 8 ) .  H o w e v e r ,  n e i t h e r  

d r u g  i n f l u e n c e d  t h e  r a t i o  o f  a p o - A I / a p o - A I  I  i n  ( A I /  

A I I ) H D L  p a r t i c l e s ;  i n  a d d i t i o n ,  t h e i r  m a j o r  i n f l u e n c e  w a s  

o n  t h e  HDL2 f r a c t i o n .  I t  w a s  i n c r e a s e d  o n  n i c o t i n i c  a c i d  

a n d  d e c r e a s e d  o n  p r o b u c o l .  C o n s e q u e n t l y  p l a s m a  HDL2 / H D L 3 

r a t i o  w a s  d o u b l e d  b y  t h e  f o r m e r  a n d  h a l v e d  b y  t h e  l a t t e r  

( T a b l e s  15 a n d  1 8 ) .

3 . 2  STUDY I I :  E f f e c t  o f  b e z a f i b r a t e  a n d  p r o b u c o l  o n  HDL

m e t a b o l i s m  i n  h y p e r t r i g l y c e r i d a e m i c  p a t i e n t s .

T h i s  s t u d y  a i m e d  t o  e x a m i n e  t h e  e f f e c t s  o f  t w o  l i p i d  

l o w e r i n g  d r u g s ,  i e ,  b e z a f i b r a t e  a n d  p r o b u c o l ,  o n  t h e  

p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n ,  c o m p o s i t i o n  a n d  m e t a b o l i s m  o f  h i g h  

d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  i n  s i x  h y p e r l i p i d a e m i c  s u b j e c t s ;  o n e  

o f  t h e  p a r t i c i p a n t s  (RB)  d i d  n o t  u n d e r t a k e  t h e  p r o b u c o l  

t r i a l  f o r  p e r s o n a l  r e a s o n s .  S u b j e c t s  w e r e  s t u d i e d  i n  a  

c o n t r o l  p h a s e  i n  w h i c h  t h e y  d i d  n o t  r e c e i v e  a n y  d r u g  

t h e r a p y ,  a f t e r  w h i c h  t h e y  r e c e i v e d  b e z a f i b r a t e  t h e r a p y  a t  

a  d o s e  o f  2 0 0  mg t h r i c e  d a i l y  f o r  a  m i n i m u m  o f  f o u r  

w e e k s .  I n  a  t h i r d  p h a s e  o f  t h e  s t u d y  t h e y  w e r e  g i v e n  

p r o b u c o l  t h e r a p y  i n  a  d o s e  o f  1 g m / d a y  f o r  a  m i n i m u m  

p e r i o d  o f  t h r e e  m o n t h s .  I n  e a c h  o f  t h e  t h r e e  p h a s e s ,  

b o d y  w e i g h t  w a s  r e c o r d e d  d a i l y  a n d  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  t r i g l y c e r i d e s ,  t o t a l ,  VLDL- ,  LDL- a n d  H D L - c h o l e s t e r o l  

a s  w e l l  a s  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  w e r e  d e t e r m i n e d  o n  s e v e r a l  

o c c a s i o n s .  HDL2 a n d  HDL3 c o n c e n t r a t i o n s  i n  p l a s m a  w e r e  

q u a n t i t a t e d  f r o m  r a t e  z o n a l  p r o f i l e s .  M o r e o v e r ,  HDL



75.

a p o - A I  a n d  a p o - A I I  m e t a b o l i s m  was f o l l o w e d  by  s e p a r a t i o n  

o f  t h e  a p o p r o t e i n s  f r o m  HDL a n d  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e i r  

s p e c i f i c  a c t i v i t i e s .

3 . 2 . 1  R e s u l t s

A.  B e z a f i b r a t e  ( 2 -  { 4 - [ 2 - ( 4 - c h l o r o b e n 2 a m i d o ) e t h y l ] -  

p h e n o x y  } - 2 - m e t h y l p r o p i o n i c  a c i d )

T h i s  i s  a  l i p i d  l o w e r i n g  d r u g  o f  t h e  c l o f i b r a t e  

f a m i l y  ( F i g .  2 4 ) .  I t  h a d  a  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  t h e  

p l a s m a  l e v e l s  o f  t r i g l y c e r i d e s  a n d  V L D L - c h o l e s t e r o l . T h e y  

w e r e  l o w e r e d  b y  49% ( p < 0 . 0 1 )  a n d  46% ( p < 0 . 0 0 1 ) ,  r e s p e c t ­

i v e l y  ( T a b l e  2 0 ) .  A l t h o u g h  p l a s m a  t o t a l  c h o l e s t e r o l  w a s  

l o w e r e d  b y  9%,  t h i s  d r o p  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t .  F u r t h e r ­

m o r e ,  n o  c o n s i s t e n t  c h a n g e  w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  p l a s m a  

l e v e l s  o f  L D L -  a n d  H D L - c h o l e s t e r o l ,  n o r  d i d  a p o - A I  a n d  

a p o - A I I  l e v e l s  i n  p l a s m a  o r  t h e i r  f r a c t i o n a l  c a t a b o l i c  

a n d  s y n t h e t i c  r a t e s  c h a n g e  s i g n i f i c a n t l y  ( T a b l e s  21 a n d  

2 2 ) .  T h e  d r u g  i n d u c e d  a  m o d e r a t e  b u t  n o t  s i g n i f i c a n t  

i n c r e a s e  i n  t h e  p l a s m a  l e v e l s  o f  HDL,  HDL2 a n d  HDL3 b y  

1 7 ,  70 a n d  10%,  r e s p e c t i v e l y .  T r e a t m e n t  d i d  n o t  a l t e r  

t h e  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  o f  HDL s u b f r a c t i o n s  ( T a b l e  2 3 ) .

B.  P r o b u c o l  ( 4 , 4 ' - [ i s o p r o p y l i d e n e d i t h i o ] b i s [ 2 , 6 - d i - t -  

b u t y l p h e n o l ] )

P r o b u c o l  i s  a  b i s - p h e n o l  w h i c h  h a s  n o  a p p a r e n t  

s t r u c t u r a l  s i m i l a r i t y  t o  o t h e r  l i p i d  l o w e r i n g  a g e n t s  

( F i g .  2 4 ) .  I t  s h o w e d  n o  e f f e c t  o n  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  t r i g l y c e r i d e s ,  t o t a l  c h o l e s t e r o l ,  V L D L - ,  a n d  L D L -  

c h o l e s t e r o l ;  p l a s m a  HDL2 / w h i c h  w a s  i n i t i a l l y  l o w ,  w a s
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7 6

n o t  c o n s i s t e n t l y  a f f e c t e d  ( T a b l e s  24 a n d  2 5 ) .  T h e  m a i n  

e f f e c t  o f  t h i s  d r u g  o n  t h e  HDL f r a c t i o n  w h o s e  c o n c e n ­

t r a t i o n  d e c r e a s e d  b y  35% ( p < 0 . 0 5 )  w a s  a c c o u n t e d  f o r  by  

t h e  d e c r e a s e  i n  HDL3 l e v e l  ( 37%,  p < 0 . 0 5 )  ( T a b l e  2 5 ) .

B o t h  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  c o n c e n t r a t i o n s  i n  p l a s m a  

w e r e  l o w e r e d  b y  21 a n d  13%,  r e s p e c t i v e l y ,  b u t  t h e  

l o w e r i n g  o f  a p o - A I  w a s  n o t  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  

w h i l e  i t  w a s  s i g n i f i c a n t  i n  t h e  c a s e  o f  a p o - A I I  ( p < 0 . 0 5 )  

( T a b l e  2 5 ) .  T h i s  l o w e r i n g  o f  HDL a p o p r o t e i n  l e v e l s  w a s  

r e f l e c t e d  i n  t h e i r  k i n e t i c s  ( T a b l e  2 6 ) .  P r o b u c o l  i n d u c e d  

a  39% d e c r e a s e  i n  a p o - A I  s y n t h e s i s  ( p < 0 . 0 1 )  a n d  i n  f o u r  

o u t  o f  t h e  f i v e  s u b j e c t s ,  a l s o  r e d u c e d  i t s  f r a c t i o n a l  

c a t a b o l i c  r a t e .  T h e  f i f t h  ( M . C . ,  T a b l e s  25  a n d  2 6 )  

s h o w e d  t h e  g r e a t e s t  d r o p  i n  a p o - A I  l e v e l  d u e  t o  a  

c o m b i n a t i o n  o f  r e d u c e d  s y n t h e s i s  a n d  i n c r e a s e d  c a t a b o l ­

i s m ,  a n d  i n t e r e s t i n g l y  h i s  p l a s m a  t r i g l y c e r i d e  l e v e l  

( T a b l e  24 )  d o u b l e d  d u r i n g  t r e a t m e n t .  T h e  c h a n g e s  w h i c h  

t h e  d r u g  e f f e c t e d  o n  a p o - A I I  m e t a b o l i s m  w e r e  q u a n t i ­

t a t i v e l y  s i m i l a r  t o  t h o s e  d e s c r i b e d  f o r  a p o - A I  t o  t h e  

e x t e n t  t h a t  s u b j e c t  M . C .  a g a i n  s h o w e d  a n  a t y p i c a l  

r e s p o n s e .  O v e r a l l ,  t r e a t m e n t  l o w e r e d  p l a s m a  a p o - A I I  b y  

13% ( p < 0 . 0 5 )  d u e  t o  a  r e d u c t i o n  i n  i t s  s y n t h e s i s .  T h e

f r a c t i o n a l  c a t a b o l i c  r a t e  o f  t h e  p r o t e i n  f e l l  s u b ­

s t a n t i a l l y  i n  a l l  s u b j e c t s  e x c e p t  M . C . ,  b u t  t h i s  d r o p  w as  

n o t  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  T h e  r e d u c t i o n  o f  t o t a l

p l a s m a  a p o - A I  w a s  l e s s  t h a n  t h a t  o f  H D L - c h o l e s t e r o l  

s u g g e s t i n g  a  c h a n g e  i n  HDL c o m p o s i t i o n  a n d  t h i s  w a s  

c o n f i r m e d  by  t h e  d i r e c t  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  

HDL2 a n d  HDL3 . T h e i r  p r o t e i n  c o n t e n t  r o s e  ( 1 9 . 1 % ,  p < 0 . 0 2
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a n d  1 2 . 1 % ,  p < 0 . 0 5 ,  r e s p e c t i v e l y )  a n d  t h e r e  w a s  a  s i g n i f i ­

c a n t  d e c r e a s e  i n  t h e  e s t e r i f i e d  c h o l e s t e r o l  c o n t e n t  o f  

HDL2 ( p < 0 . 0 2 ) a s  w e l l  a s  i n  t h e  c h o l e s t e r o l / p r o t e i n  r a t i o  

i n  HDL3 ( p < 0 . 0 5 )  ( T a b l e  2 7 ) .

3 . 2 , 2  D i s c u s s i o n

A.  P r o b u c o l  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  l o w e r  p l a s m a  c h o l ­

e s t e r o l  l e v e l s ,  b u t  t h e  r e s p o n s e  w a s  v a r i a b l e  a m o n g  

p a t i e n t s  ( 1 6 6 - 1 6 8 ) .  T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  r e f l e c t  

t h i s  s i t u a t i o n  w h e r e  p l a s m a  t o t a l  c h o l e s t e r o l  c h a n g e d  b y  

a  m e a n  o f  10% w i t h  a  r a n g e  o f  26% t o  3%. A l t h o u g h  b o t h  

LDL a n d  HDL c o n t r i b u t e d  t o  t h e  f a l l  i n  c h o l e s t e r o l ,  i t s  

v a r i a b i l i t y  w a s  a t t r i b u t a b l e  t o  t h e  f o r m e r  s i n c e  t h e  d r o p  

i n  HDL i n  r e s p o n s e  t o  t h e  d r u g  w a s  c o n s i s t e n t  i n  a l l  

s u b j e c t s .  T r e a t m e n t  l o w e r e d  b o t h  H D L - c h o l e s t e r o l  a n d  

a p o - A I  a n d  a p o - A I I  l e v e l s ,  t h e  l a t t e r  a s  a  r e s u l t  o f  

s u p p r e s s e d  s y n t h e s i s .  T h e s e  c h a n g e s  w e r e  a c c o m p a n i e d  by  

a  f a l l  i n  t h e  l e v e l  o f  HDL3 , t h e  m a j o r  a p o - A  c o n t a i n i n g  

p a r t i c l e  i n  t h e  p l a s m a  ( 4 8 , 1 6 9 ) .  S i n c e  t h e  p e r c e n t a g e  

f a l l  i n  p l a s m a  H D L - c h o l e s t e r o l  (26%) w a s  h i g h e r  t h a n  t h a t  

o f  t o t a l  a p o - A  (19%)  i t  c o u l d  b e  i n f e r r e d  t h a t  p r o b u c o l  

t r e a t m e n t  l o w e r e d  t h e  c h o l e s t e r o l / p r o t e i n  r a t i o  i n  t h e  

HDL3 f r a c t i o n .  T h i s  i n  f a c t  w a s  c o n f i r m e d  b y  d i r e c t  

c o m p o s i t i o n a l  a n a l y s i s  ( T a b l e  2 7 ) .  T h u s ,  a  m a j o r  e f f e c t  

o f  p r o b u c o l  i s  t o  l o w e r  p l a s m a  HDL a n d  r e d u c e  i t s  

c h o l e s t e r o l  s a t u r a t i o n .  D e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  HDL i s  

r e g a r d e d  a s  a  n e g a t i v e  r i s k  f a c t o r  f o r  IHD t h e  m u l t i ­

p l i c i t y  o f  e f f e c t s  o f  p r o b u c o l  o n  t h i s  p a r a m e t e r  m a k e s  i t  

d i f f i c u l t  t o  a s s e s s  h o w  t h e  d r u g  w i l l  i n f l u e n c e  t h e  

a p p a r e n t  a n t i a t h e r o g e n i c  f u n c t i o n  o f  t h e  l i p o p r o t e i n .
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I n d e e d ,  p r e l i m i n a r y  e v i d e n c e  ( 1 7 0 )  s u g g e s t s  t h a t  s u c h  

t h e r a p y  may r e d u c e  c a r d i o v a s c u l a r  r i s k .  N e v e r t h e l e s s ,  

s i n c e  t h e  e f f i c a c y  o f  t h e  d r u g  i s  v a r i a b l e  f r o m  p a t i e n t  

t o  p a t i e n t ,  i t  i s  p r u d e n t  t o  m a t c h  p r o b u c o l  t r e a t m e n t  

w i t h  t h o s e  s u b j e c t s  w h o s e  r e s p o n s e  i n  t e r m s  o f  LDL 

l o w e r i n g  i s  g o o d .

B.  B e z a f i b r a t e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  l o w e r  p l a s m a  c o n c e n ­

t r a t i o n s  o f  VLDL, t r i g l y c e r i d e  a n d  t o t a l  c h o l e s t e r o l  i n  

h y p e r  1 i p o p r o t e i n a e m i a ; o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  p l a s m a  HDL- 

c h o l e s t e r o l  l e v e l s  w e r e  n o t  i n f l u e n c e d  b y  t r e a t m e n t .  I t s  

i n f l u e n c e  o n  L D L - c h o l e s t e r o l  w a s  v a r i a b l e  d e p e n d i n g  o n  

t h e  t y p e  o f  h y p e r 1 i p o p r o t e i n a e m i a  t r e a t e d .  T h e  l e v e l  

d e c r e a s e d  i n  t y p e  I I  b u t  d i d  n o t  c h a n g e  i n  t y p e  I V  

p a t i e n t s  ( 1 7 1 ) .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  s h o w e d  

a  d e c r e a s e  i n  t h e  p l a s m a  l e v e l s  o f  V L D L - c h o l e s t e r o l  a n d  

t r i g l y c e r i d e  ( 4 6  a n d  49%,  r e s p e c t i v e l y )  w h i c h  i s  i n  g o o d  

a g r e e m e n t  w i t h  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  r e p o r t ;  h o w e v e r ,  t o t a l  

c h o l e s t e r o l  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  n o t  c o n s i s t e n t l y  

a f f e c t e d .

T h e  r e d u c t i o n  i n  p l a s m a  t r i g l y c e r i d e  w a s  a t t r i b u t e d  

t o  t h e  d e c r e a s e  i n  t h e  V L D L - t r i g l y c e r i d e  ( 1 7 1 ) .  M o r e ­

o v e r ,  s i n c e  t h e  d r u g  h a d  n o  i n f l u e n c e  o n  t h e  a p o - A I  a n d  

a p o - A I I  l e v e l s  i n  p l a s m a  n o r  o n  t h e i r  c a t a b o l i c  a n d  

s y n t h e t i c  r a t e s  ( T a b l e s  21 a n d  2 2 ) ,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  

t h a t  t h i s  d r u g  a f f e c t s  m a i n l y  VLDL m e t a b o l i s m  w h i c h  i s  

s i m i l a r  t o  t h e  e f f e c t  o f  c l o f i b r a t e  ( 1 7 2 , 1 7 3 ) .
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3 , 3  STUDY I I I :  M a t h e m a t i c a l  a n a l y s i s  o f  t r a c e r  d a t a

T h e  a i m  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  c o m p a r e  t h e  k i n e t i c  

p a r a m e t e r s  d e r i v e d  f r o m  HDL t u r n o v e r  d a t a  b y  t h r e e  

t e c h n i q u e s  i . e . ,  c u r v e  p e e l i n g  ( M a t t h e w s )  ( 1 6 0 ) ,  m u l t i -  

c o m p a r t m e n t a l  s i m u l a t i o n  ( B e r m a n )  ( 1 6 4 , 1 6 5 )  a n d  g r a p h i c a l  

i n t e g r a t i o n  ( N o s s l i n )  ( 1 6 1 ) .  T h e  u t i l i t y  o f  t h e  M a t t h e w s  

a p p r o a c h  f o r  a n a l y s i s  o f  t r a c e r  d a t a  i s  l i m i t e d  d u e  t o  

t h e  f a c t  t h a t  e x t r a v a s c u l a r  c a t a b o l i s m  i s  n o t  t a k e n  i n t o  

c o n s i d e r a t i o n .  T h i s  g i v e s  a  t r u e  p h y s i o l o g i c a l  p i c t u r e  

o n l y  i n  t h e  c a s e  w h e r e  t h e  p r o t e i n  u n d e r  s t u d y  i s  

c a t a b o l i s e d  e x c l u s i v e l y  i n  t h e  i n t r a v a s c u l a r  c o m p a r t m e n t .  

R e c e n t  s t u d i e s  i n  v i t r o  ( 1 1 9 ,  1 2 2 ,  1 2 3 )  a n d  i n  v i v o  ( 1 7 4 )  

h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  HDL i s  c a t a b o l i s e d  i n  t h e  l i v e r  a s  

w e l l  a s  i n  o t h e r  t i s s u e s ,  a n d  s o  i s  s u b j e c t  t o  e x t r a -  

v a s c u l a r  d e g r a d a t i o n .  M o r e o v e r ,  p r e v i o u s  i n  v i t r o  

s t u d i e s  ( 1 2 8 )  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  t r a c e r  d a t a  o f  HDL c a n  

b e s t  b e  f i t t e d  t o  a  m o d e l  w h i c h  a l l o w s  f o r  e x t r a v a s c u l a r  

c a t a b o l i s m .

3 . 3 . 1  R e s u l t s

P l a s m a  a n d  u r i n e  d a t a  f r o m  t w e n t y  s u b j e c t s  o b t a i n e d  

a f t e r  i n j e c t i o n  o f  r a d i o i o d i n a t e d  HDL w e r e  a n a l y s e d  b y  

t h e  t h r e e  m e t h o d s  a n d  t h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e s  

28 a n d  2 9 .  T h e  s h a p e s  o f  t h e  d e c a y  c u r v e s  f r o m  t h e  t h r e e  

c o m p a r t m e n t s  i . e . ,  t h e  p l a s m a  (P)  e x t r a v a s c u l a r  (E)  a n d  

u r i n e  ( U ) ,  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  2 5 .  T h e  t o t a l  F C R s  

c a l c u l a t e d  b y  t h e  t h r e e  m e t h o d s  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  

d i f f e r e n t .  M o r e o v e r ,  s t r o n g  c o r r e l a t i o n s  e x i s t e d  b e t w e e n  

t h e  m e t h o d s  w h en  c o m p a r e d  b y  l i n e a r  r e g r e s s i o n .  H o w e v e r ,  

t h e  c l o s e s t  c o r r e l a t i o n  wa s  b e t w e e n  t h e  v a l u e s  c a l c u l a t e d



Table 28; HDL decay data analysed by three d iffe r e n t  methods.

T o ta l PCR I.V . FCR Ex.V. FCR* E/P r a t i o T o ta l F lu x  
m gA g/day

Plasma Flux 
m g/kg/day

Non P lasm a Flux
m gA g/day

Case
No M N B N B N B M N B M N B N B N B

1. .174 .160 .153 .116 .113 .044 .040 .45 .80 .81 9 .4 9 .4 8 .8 5 .3 6.1 3.1 2 .7
2. .167 .160 .153 .097 .092 .063 .061 .35 .70 .72 4 .1 3 .9 3 .8 2 .4 2 .3 1 .5 1 .5
3. .185 .157 .165 .107 .104 .050 .061 .21 .85 .93 1 3 .2 11.2 11.7 7 ,6 7 .4 3 .6 4 .3
4. .180 .165 .167 .094 .099 .071 .066 .19 .77 .79 5 .9 5 .4 5 .4 3.1 3 .2 2 .3 2 .2
5. .259 .263 .262 .194 .197 .069 .065 .26 .74 1.80 2 1 .4 2 1 .6 2 1 .5 16.0 16.1 5 .6 5 .4
6. .228 .204 .211 .163 .168 .041 .043 .31 .86 2 .16 2 0 .2 18.0 18.7 14.4 14.9 3 .6 3 .8
7. .268 .262 .270 .200 .210 .063 .060 .40 1.38 2.13 1 1 .9 11.6 12.0 8 .9 9 .3 2 .7 2 .7
8. .324 .328 .342 .260 .279 .068 .063 .44 .40 2.16 18 .8 19.1 19.9 15.1 16.2 4 .0 3 .7
9. .325 .337 .336 .284 .288 .053 .049 .42 .51 2.31 1 9 .5 20 .3 19.2 17.1 17.3 3 .2 2 .9

10. .311 ,324 .324 .270 .275 .054 .049 .35 .55 2 .12 1 5 .0 15.6 15.7 13.0 13 .3 2 .6 2 .4
11. .239 .239 .240 .198 .200 .041 .040 .40 .77 1.75 17 .9 18.0 18.0 14.9 15.0 3.1 3 .0
12. .446 .413 .427 .349 .356 .064 .071 .38 1.69 3.56 1 3 .3 12.3 12.6 10.4 10.6 1 .9 2.1
13. .250 .227 .231 .169 .171 .058 .060 .45 1.30 1.99 1 1 .3 10.3 10.4 7 .7 7 .7 2 .6 2 .7
14. .233 .241 .241 .185 .187 .055 .054 .53 .75 1.79 16.1 16.6 16.6 12 .8 12.9 3 .8 3 .7
15. .286 .239 .235 .132 .139 .100 .096 .41 1.54 1.85 9 .4 8 .8 8 .9 4 .3 4 .5 4 .5 4 .4
16. .231 .229 .226 .167 .169 .062 .057 .42 .87 1.78 1 3 .6 13.4 13.3 9 .8 9 .9 3 .6 3 .4
17. .246 .210 .208 .102 .104 .108 .104 .36 2.12 1.62 1 9 .9 17.0 16.8 8 .3 8 .4 8 .7 8 .4
IB. .240 .256 .256 .210 .214 .046 .042 .43 .52 1.34 8 ,7 9 .3 9 .2 7 .6 7 .7 1 .7 1 .5
19. .280 .293 .300 .189 .196 .105 .104 .41 1.26 1.86 1 3 .9 14.6 12.4 9 .4 9 .7 5 .2 5.1
20. .274 .325 .337 .301 .307 .024 .030 .44 1.55 2.31 1 6 .4 19.5 2 0 .2 18.1 18.4 1 .4 1 .8

Mean .257 .252 .254 .189 .193 .062 ,061 ,38 1 .0 1.79 14 .0 13.7 13.8 10.4 10 .5 3 .3 3 .3
+ ISD .06 .07 .07 .07 .08 .02 ,02 .08 .46 .66 4 .9 1 5.1 5 .2 4 .6 4 .8 1 .7 1 .8

N o ss lin r :  0 996 0.997 0 .969

Berman P: N .S. N. S. N. S.

M atthews r :  0 .953

N o ss lin  P; N .S,

M atthews r :  0 .955

Berman P; N.S,

M; M atthews 

N: N o ss lin

B: Berman

r :  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c ie n t

k -|-k^ : a s  m entioned in  T ab le  10.

* a s  a  f r a c t i o n  o f  th e  I .V .  poo l



Table 29: Rate constants of HDL turnover

N o s s l i n

B e r ma n

M a t t h e w s

N o s s l i n

M a t t h e w s

Be rma n

kl

. 2 2 4  

. 1 7 5  

. 0 8 9  

. 0 8 8  

. 1 5 2  

. 1 5 6  

. 2 4 8  

. 2 36  

.191 

.361 

. 1 95 

. 262  
,421 

, 193  

, 4 2 2  

, 246  
, 5 55  
,374 

, 400  

, 372

, 241 

,2 36  
, 1 4 6  

,147  

, 14 3 

. 19 2 

, 21 3  

, 12 9 
,116 
, 139 
,1 35  
255 

, 1 72 

133 
, 198  

147 

236 

165 
230 

319

. 2 6 2  

, 261 

. 1 4 3  

, 14 5  

,131 

, 1 3 8  

. 2 2 0  

, 1 2 1  

. 104 
, 12 3  
, 128 
, 249 

, 16 7  

,125  
, 1 8 9  
,1 35  

,2 24  

,145  
,221 

314

0 . 9 7

0 . 4 1 3

0 . 3 5 1

k2

. 4 9 9  

. 5 0 3  

. 43 1  

. 4 5 6  

. 4 8 4  

. 3 9 1  

. 5 6 2  

. 5 61  

. 5 4 9  

. 8 9 9  

. 509 

. 5 8 4  

. 798 

. 4 6 8  
1 . 0 0  

. 6 7 4  
1 . 3 1  

. 9 0 4  

1 . 0 3  

. 8 4 4

. 2 5 0  

. 2 4 9  

. 1 1 4  

. 1 0 0  
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Figure 2 5 .  HDL r a d io a c t i v i t y  de cay  cu rves (JM ) .

The e x t ra va scu la r  c learance of r a d io a c t i v i t y  was 

ca lcu la ted  from the observed plasma and urinary 
excre t ion  data.



80

b y  t h e  g r a p h i c a l  i n t e g r a t i o n  a n d  B e r m a n ' s  m e t h o d s ,  r  

= 0 . 9 9 6 .  I n t r a v a s c u l a r  a n d  e x t r a v a s c u l a r  P CRs  w e r e  i n  

e x c e l l e n t  a g r e e m e n t ,  ( f o r  i n t r a v a s c u l a r  FCR,  r  = 0 .  997  ; 

f o r  e x t r a v a s c u l a r  FCR,  r  = 0 . 9 6 9 ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e s e  

t w o  a p p r o a c h e s  a r e  i n  a g r e e m e n t  i n  d e m o n s t r a t i n g  t h e  

e x t r a v a s c u l a r  c a t a b o l i s m  o f  HDL w h i c h  h a s  a  f r a c t i o n a l  

r a t e  o f  36% o f  t h e  t o t a l  FCR i n  t h e  n o r m a l  s u b j e c t s .  T h i s  

i s  i n  a c c o r d  w i t h  t h e  w o r k  o f  B l u m  e t  a l .  ( 1 2 8 )  who  

i n d i c a t e d  t h a t  HDL w a s  c a t a b o l i s e d  b o t h  i n  t h e  i n t r a ­

v a s c u l a r  a n d  e x t r a v a s c u l a r  c o m p a r t m e n t s .  I n  h i s  s t u d y  

t h e  e x t r a v a s c u l a r  f r a c t i o n a l  c a t a b o l i c  r a t e  w a s  52% o f  

t h e  t o t a l .  M o r e o v e r ,  t h e  a v e r a g e  t o t a l  f l u x  c a l c u l a t e d  

b y  t h e  t h r e e  m e t h o d s  w a s  1 4 . 0  ( M a t t h e w s ) ,  1 3 . 7  ( N o s s l i n )  

a n d  1 3 . 8  ( B e r m a n )  m g / k g / d a y .  S i m i l a r l y ,  t h e  l a s t  t w o  

m e t h o d s  p r o d u c e d  t h e  s a m e  v a l u e s  f o r  t h e  HDL a v e r a g e  f l u x  

i n t o  p l a s m a  a n d  n o n - p l a s m a  p o o l s  ( 1 0 . 4  a n d  3 . 3  m g / k g / d a y  

( N o s s l i n )  a n d  1 0 . 5  a n d  3 , 3  m g / k g / d a y  ( B e r m a n ) ,  r e s p e c t ­

i v e l y )  .

3 , 3 , 2  D i s c u s s i o n

T h e s e  r e s u l t s  s h o w  t h a t  r e g a r d l e s s  o f  t h e  m e t h o d  

u s e d ,  t h e  s a m e  t o t a l  FCR i s  o b t a i n e d  f r o m  p l a s m a  a n d  

u r i n e  d a t a .  H o w e v e r ,  t h e  m e t h o d  o f  M a t t h e w s  d o e s  n o t  

a l l o w  f o r  e x t r a v a s c u l a r  c a t a b o l i s m ,  i n  a d d i t i o n  i t  g i v e s  

p r i m e  i m p o r t a n c e  t o  t h e  s l o p e  o f  t h e  t e r m i n a l  e x p o n e n t i a l  

o f  t h e  p l a s m a  d e c a y  c u r v e  w h i c h  i s  t a k e n  a s  t h e  s t a r t i n g  

p o i n t  i n  c a l c u l a t i n g  t h e  o t h e r  e x p o n e n t i a l s .  T h i s  i s  

o f t e n  t h e  t i m e  w h e n  m e a s u r e m e n t s  a r e  l e a s t  p r e c i s e  b e i n g  

7 - 1 4  d a y s  a f t e r  i n j e c t i o n  o f  t h e  l a b e l  w h e n  o n l y  10% 

r e m a i n s .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  o t h e r  t w o  t e c h n i q u e s .
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i . e . ,  t h e  m u l  t  i  c o m p a r t  m e n t a l  a n d  g r a p h i c a l  i n t e g r a t i o n ,

a l l o w s  f o r  e x t r a v a s c u l a r  c a t a b o l i s m ,  a n d  c a l c u l a t i o n s

s t a r t  f r o m  t h e  b e g i n n i n g  o f  t h e  d e c a y  c u r v e  w h e r e  e q u a l

w e i g h t  i s  g i v e n  t o  a l l  t h e  p o i n t s  o n  t h e  c u r v e .  M o r e o v e r ,

i n  N o s s l i n ' s  m e t h o d  i n s p e c t i o n  o f  t h e  p l o t
r

v e r s u s  — EÉ& ( F i g .  1 5 a )  g i v e s  a  g o o d  v i s u a l

i m p r e s s i o n  o f  t h e  f i t  b e t w e e n  e x p e r i m e n t a l  d a t a  a n d  

t h e o r y .  T h i s  i n s p e c t i o n  may b e  o f  v a l u e  i n  s e l e c t i n g  t h e  

p r o p e r  t i m e  i n t e r v a l s  w h e r e  t h e  e a r l y  v a l u e s  ( w h i c h  a r e  

s e n s i t i v e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  f r e e  i o d i n e  a n d  d e n a t u r e d  

p r o t e i n  i n  t h e  p r e p a r a t i o n )  may b e  l e f t  o u t .  T h i s  m e a n s  

t h a t  a  k i n d  o f  b i o l o g i c a l  s e l f - s c r e e n i n g  o f  t h e  p r o t e i n  

i s  m a d e  p o s s i b l e .  I n t e r e s t i n g l y ,  N o s s l i n ' s  m e t h o d  f i t s  

w e l l  w i t h  B e r m a n ' s  d e s p i t e  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e i r  

m a t h e m a t i c a l  a p p r o a c h e s .  T h i s  g i v e s  c r e d e n c e  t o  t h e  

f o r m e r  s i n c e  i t  i s  e a s y  t o  p e r f o r m  a n d  d o e s  n o t  n e e d  

c o m p u t e r  f a c i l i t i e s .

S t u d i e s  o f  t h e  HDL t u r n o v e r  s h o u l d  c o n s i d e r  e x t r a ­

v a s c u l a r  c a t a b o l i s m .  S i n c e  c h a n g e s  i n  t h e  r a t i o  o f  t h e  

a m o u n t  c a t a b o l i s e d  i n t r a v a s c u l a r l y  v e r s u s  t h a t  i n  t h e  

e x t r a v a s c u l a r  c o m p a r t m e n t  may h a v e  p h y s i o l o g i c a l  m e a n i n g  

w h e n  i n t e r p r e t i n g  t h e  e f f e c t s  o f  d i e t ,  d r u g s  e t c  o n  HDL 

m e t a b o l i s m .  I n  t h i s  r e s p e c t  i t  i s  i n f o r m a t i v e  t o  c o m p a r e  

t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  HDL w i t h  LDL a n d  1 , 2 - c y c l o -  

h e x a n e d i o n e  t r e a t e d  LDL ( C H D - L D L ) .  T h i s  t r e a t m e n t  

s e l e c t i v e l y  m o d i f i e s  t h e  a r g i n y l  r e s i d u e s  o f  t h e  a p o ­

p r o t e i n  a n d  a l m o s t  t o t a l l y  a b o l i s h  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  LDL 

t o  t h e  h i g h  a f f i n i t y  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r s  ( 1 2 4 ) .  By 

u s i n g  N o s s l i n ' s  p r o c e d u r e ,  LDL w a s  f o u n d  t o  u n d e r g o
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c a t a b o l i s m  i n  b o t h  t h e  i n t r a v a s c u l a r  a n d  e x t r a v a s c u l a r  

c o m p a r t m e n t s  a n d  t h e  FCR i n  t h e  l a t t e r  w a s  20% o f  t h e  

t o t a l .  I n  c o n t r a s t ,  CHD-LDL w a s  c a t a b o l i s e d  e n t i r e l y  i n  

t h e  i n t r a v a s c u l a r  c o m p a r t m e n t .  T h u s  i f  HDL i s  c a t a b o l i s ­

e d  i n  t h e  l i v e r  a l o n e  i t  w o u l d  h a v e  s i m i l a r  r a t i o  o f  i t s  

e x t r a v a s c u l a r  FCR t o  t h a t  o f  LDL s i n c e  i t  h a s  b e e n  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  l i v e r  i s  t h e  m a j o r  s i t e  o f  e x t r a ­

v a s c u l a r  LDL c a t a b o l i s m  ( 1 7 5 ) .  B u t  s i n c e  i t  w a s  f o u n d  

t h a t  t h e  e x t r a v a s c u l a r  c a t a b o l i c  r a t e  a c c o u n t e d  f o r  36% 

o f  t h e  t o t a l  FCR f r o m  t h e  p r e s e n t  r e s u l t s  a n d  52% f r o m  

t h o s e  o f  B l um e t  a l .  ( 1 2 8 ) ,  i t  c o u l d  b e  i n f e r r e d  t h a t  HDL 

s h o u l d  b e  c a t a b o l i s e d ,  i n  p a r t ,  i n  a n  e x t r a h e p a t i c  

t i s s u e .  H o w e v e r ,  HDL c o n t a i n s  m o r e  t h a n  o n e  a p o p r o t e i n ,  

i . e . ,  a p o - A I , A l l  a n d  C w h i c h  may i n d i v i d u a l l y  i n f l u e n c e  

t h e  t o t a l  HDL t u r n o v e r  r a t e .  T h u s  t o  g a i n  a  b e t t e r  

u n d e r s t a n d i n g  o f  HDL m e t a b o l i s m  a n d  f u n c t i o n ,  t h e  

t u r n o v e r  o f  i t s  m a j o r  a p o p r o t e i n s ,  i . e . ,  a p o - A I  a n d  A l l  

m u s t  b e  s t u d i e d  a n d  t h e i r  i n t r a v a s c u l a r  a n d  e x t r a v a s c u l a r  

k i n e t i c  p a r a m e t e r s  c a l c u l a t e d .  T h i s  c a n n o t  b e  d o n e  u s i n g  

t h e  p r e s e n t  d a t a  s i n c e  e a c h  a p o p r o t e i n  c o n t r i b u t e s  

i n d i v i d u a l l y  t o  t h e  t o t a l  u r i n a r y  r a d i o a c t i v i t y  p o o l .  

T h i s  e m p h a s i s e s  t h e  n e e d  f o r  a n  a p p r o a c h  w h i c h  o v e r c o m e s  

t h i s  o b s t a c l e  a n d  i s  a b l e  t o  p r e d i c t  s u c h  u r i n a r y  d a t a  

f o r  e a c h  a p o p r o t e i n .
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4.1 The existence and function of Lp-AI in human HDL
P l a s m a  l i p o p r o t e i n s  c a n  b e  s e p a r a t e d  b y  d e n s i t y  

g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  o r  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  i n t o  

f r a c t i o n s  c l e a r l y  d i f f e r e n t  i n  t h e i r  c h e m i c a l  a n d  

p h y s i c a l  p r o p e r t i e s .  H o w e v e r  i t  i s  r e c o g n i s e d  t h a t  t h e s e  

i s o l a t e d  f r a c t i o n s  m a y  n o t  a c c u r a t e l y  r e p r e s e n t  t h e  

f u n c t i o n a l  u n i t s  o f  t h e  h u m a n  l i p i d - t r a n s p o r t i n g  s y s t e m .  

I n  a n  a l t e r n a t i v e  a p p r o a c h  t o  t h e  c l a s s i f i c a t i o n  o f  

p l a s m a  l i p o p r o t e i n s ,  A l a u p o v i c  a n d  c o - w o r k e r s  i n t r o d u c e d  

t h e  c o n c e p t  o f  l i p o p r o t e i n  f a m i l i e s  ( 1 7 6 ) ,  i n  w h i c h  t h e  

p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  e n t i t i e s  w e r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  

1 i p i d - p r o t e i n  c o m p l e x e s  c o n t a i n i n g  a  s i n g l e  a p o l i p o -  

p r o t e i n  t y p e  e . g .  L p - B  c o n t a i n i n g  a p o - B ,  L p - A  w i t h  AI  a n d  

A l l  e t c .  F o r  LDL t h e  m a j o r  f r a c t i o n  o f  d e n s i t y  1 . 0 1 9 -  

1 . 0 5 0  k g / 1  w h i c h  c o n t a i n s  v i r t u a l l y  e x c l u s i v e l y  L p - B ,  

b o t h  c l a s s i f i c a t i o n s  a g r e e  t h i s  i s  a h o m o g e n e o u s  s p e c i e s  

w h i c h  f r o m  m e t a b o l i c  e v i d e n c e  w o u l d  a p p e a r  t o  h a v e  a  w e l l  

d e f i n e d  f u n c t i o n  i n  d e l i v e r i n g  c h o l e s t e r o l  t o  c e l l s .  I n  

t h e  l e s s  d e n s e  t r i g l y c e r i d e - r i c h  l i p o p r o t e i n s  (VLDL) t h e  

p a r t i c l e s  p o s s e s s  a  n u m b e r  o f  a p o l  i p o p r o  t e  i n s  o n  t h e i r  

s u r f a c e  a s  e v i d e n c e d  b y ,  f o r  e x a m p l e ,  f r a c t i o n a t i o n  o f  

VLDL o n  h e p a r i n - s e p h a r o s e  c h r o m a t o g r a p h y  ( 1 7 7 ) .  H e r e  t h e  

g e l  b i n d s  o n l y  p a r t i c l e s  c o n t a i n i n g  a p o E  a n d  i t  c a n  b e  

s e e n  t h a t  a p o - B  a n d  a p o - C  a r e  a l s o  r e t a i n e d .  T h u s  t h e s e  

l i p o p r o t e i n s  a r e  b e s t  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e i r  s i z e  a n d  

d e n s i t y .  On t h i s  b a s i s  t h e y  a r e  s e p a r a t e d  i n t o  p a r t i c l e s  

w h i c h  d e l i v e r  t r i g l y c e r i d e  t o  t i s s u e s  v i a  t h e  a g e n c y  o f
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l i p o p r o t e i n  l i p a s e .  T h e  s i t u a t i o n  i n  t h e  h i g h  d e n s i t y  

l i p o p r o t e i n s  i s  d i f f e r e n t .  T h e s e ,  o n  a c c o u n t  o f  t h e i r  

l i m i t e d  s i z e  a r e  n o t  a b l e  t o  c o n t a i n  a n y  m o r e  t h a n  a  

s m a l l  n u m b e r  o f  p o l y p e p t i d e s  o n  t h e i r  s u r f a c e .  F u r t h e r ­

m o r e ,  f r o m  t h e  m e a s u r e d  a b u n d a n c e  o f  a p o - E  i n  HDL i t  i s  

c l e a r  t h a t  t h e r e  i s  n o t  e n o u g h  E p r o t e i n  p r e s e n t  o n  e a c h  

HDL p a r t i c l e  a n d  t h e  s a m e  a r g u m e n t  f o l l o w s  f o r  t h e  C 

p e p t i d e s .  T h u s  l i p o p r o t e i n s  w i t h  t h e  p h y s i c o - c h e m i c a l  

p r o p e r t i e s  o f  HDL b u t  r i c h  i n  a p o - E  o r  i n  a p o - C  c a n  b e  

s e p a r a t e d  f r o m  t h e  b u l k  o f  a p o l i p o p r o t e i n  A c o n t a i n i n g  

m a t e r i a l .  M o s t  i n v e s t i g a t o r s  a s s u m e d  t h a t  t h e  AI  a n d  A l l  

p r o t e i n s  w e r e  p r e s e n t  u n i f o r m l y  o n  t h e  m a j o r i t y  o f  h i g h  

d e n s i t y  l i p o p r o t e i n s .  T h e  p r e s e n c e  o f  l i p o p r o t e i n  f a m i l y  

c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  o n l y  a p o - A I  ( L p - A I )  i n  

h u m a n  p l a s m a  w a s  s u g g e s t e d  e a r l i e r  ( 7 6 ) ,  b u t  i t  w a s  

d e t e c t e d  a s  o n l y  a  m i n o r  c o m p o n e n t  ( l e s s  t h a n  1 0 %) o f  

HDL2 a n d  HDL3 s u b f r a c t i o n s  b y  i m m u n o p r é c i p i t a t i o n  ( 1 7 8 )  

a n d  h y d r o x y a p a t i t e  c h r o m a t o g r a p h y  ( 7 6 ) .  H o w e v e r ,  t h e  

s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n  o f  t h e s e  p a r t i c l e s  h a v e  n o t  b e e n  

e x a m i n e d  i n  d e t a i l  n o r  h a s  t h e i r  q u a n t i t a t i v e  i m p o r t a n c e  

b e e n  e s t a b l i s h e d  i n  d i f f e r e n t  s u b j e c t s  u n d e r  a  v a r i e t y  o f  

c o n d i t i o n s .  I n  a  r e c e n t  r e p o r t  C h e u n g  a n d  A l b e r s  ( 1 7 9 )  

h a v e  f r a c t i o n a t e d  HDL i n t o  s e v e n  f r a c t i o n s  b y  m e a n s  o f  

e q u i l i b r i u m  C s C l  g r a d i e n t  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  On 

s u b j e c t i n g  t h e s e  f r a c t i o n s  t o  i m m u n o p r é c i p i t a t i o n  w i t h  

a n t i - a p o - A I  a n d  a n t i - a p o - A I I  a n t i b o d i e s ,  t h e y  h a v e  f o u n d  

t h a t  t h e  f o r m e r  p r e c i p i t a t e d  a l m o s t  a l l  o f  t h e  a p o - A I  a n d  

a p o - A I I  p r e s e n t  i n  t h e s e  f r a c t i o n s .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  

a n t i - a p o - A I I  p r e c i p i t a t e d  a l l  t h e  a p o - A I I  b u t  o n l y  a  p a r t
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o f  t h e  a p o - A I  c o n t e n t  o f  t h e s e  f r a c t i o n s .  M o r e o v e r ,  t h e  

a m o u n t  o f  n o n - p r e c i p i t a b l e  a p o - A I  v a r i e d  f r o m  f r a c t i o n  t o  

f r a c t i o n ,  b e i n g  g r e a t e r  i n  t h o s e  o f  l o w e r  d e n s i t y ,  i . e . ,  

d 1 . 0 6 3 - 1 . 0 9 3  k g / 1 ,  a n d  l e s s  i n  t h o s e  o f  t h e  h i g h e r  

d e n s i t y ,  i . e . ,  d  1 . 0 9 3 - 1 . 1 4 9  k g / 1 .  H o w e v e r ,  a l t h o u g h  

t h e y  e s t i m a t e d  t h a t  25% o f  t h e  a p o - A I  i n  HDL w a s  n o t  

a s s o c i a t e d  w i t h  a p o - A I I ,  t h e y  d i d  n o t  i s o l a t e  s u c h  

p a r t i c l e s  n o r  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e y  w e r e  n o t  a r t i f a c t s  

f o r m e d  d u r i n g  t h e  s e v e r a l  d a y s  o f  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .

T h e  p r e s e n t  s t u d y  p r o v i d e d  a  s i m p l e  a n d  r e p r o d u c i b l e  

m e t h o d  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  t h e  a p o - A I  c o n t a i n i n g  

p a r t i c l e s  f r o m  HDL w i t h o u t  l e n g t h y  m a n i p u l a t i o n s  o f  t h e  

s a m p l e .  F u r t h e r m o r e ,  t h r e e  p r o c e d u r e s  f o r  t h e  q u a n t i f i ­

c a t i o n  o f  t h e s e  p a r t i c l e s  a n d  t h e i r  d i s t r i b u t i o n  a m o n g  

HDL s u b f r a c t i o n s  w e r e  p r e s e n t e d .  T h e  r e s u l t s  f o r  HDLg 

w e r e  i n  g o o d  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  o f  A l b e r s  a n d  A l a d j e m  

( 1 7 8 )  who  r e p o r t e d  t h e  p r e c i p i t a t i o n  o f  8 4 - 9 0 %  o f  t h e  

r a d i o a c t i v i t y  i n  t h i s  f r a c t i o n  u p o n  a d d i t i o n  o f  a n  

a n t i - a p o - A I I  a n t i b o d y .  I n  c o n t r a s t  t o  t h e i r  f i n d i n g s  f o r  

HDL2 i s o l a t e d  f r o m  m a l e s  ( t h e y  d i d  n o t  e x a m i n e  f e m a l e s ) ,  

l e s s  t h a n  h a l f  o f  t h e  HDL2 p r o t e i n  r a d i o a c t i v i t y  p r e p a r e d  

f r o m  o u r  f e m a l e  s u b j e c t s  w a s  p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  a n t i ­

b o d y ,  a l t h o u g h  v i r t u a l l y  a l l  r e a c t e d  w i t h  a n t i - a p o - A I .

T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  s u p p o r t  t h e  c o n c e p t  o f  t h e  

l i p o p r o t e i n  f a m i l i e s  o f  d i f f e r i n g  f u n c t i o n a l i t y  a n d  

p r o p e r t i e s ,  s i n c e  t w o  d i s t i n c t  t y p e s  o f  p a r t i c l e s ,  i . e .  

L p - A I  a n d  L p - A ,  w e r e  i d e n t i f i e d  i n  t h e  HDL d e n s i t y  r a n g e .  

L - p A  c o n t a i n i n g  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  i n  a  m o l a r  r a t i o  o f  

I : 1 w a s  t h e  m a j o r  f r a c t i o n  p r e s e n t .  T h i s  r a t i o  i s  c l o s e
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t o  t h a t  r e p o r t e d  b y  N o r f e l d t  e t  a l .  ( 1 8 0 )  ( 1 . 3 : 1 ) ,  who 

s e p a r a t e d  t h e  L p -A  p a r t i c l e s  b y  h y d r o x y a p a t i t e  c h r o m a t o ­

g r a p h y .  H i s  HDL p a r t i c l e s  p o s s e s s e d  2 AI  a n d  2 A l l  

p o l y p e p t i d e s  w i t h  a  t o t a l  p a r t i c l e  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  

90  , 0 0 0  d a l  t o n s  o r  50% o f  a  HDL m a s s  o f  1 7 5 , 0 0 0 .  M o r e ­

o v e r ,  t h e  p r e s e n t  f i n d i n g s  r a i s e d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  

t h e  t w o  l i p o p r o t e i n  f a m i l i e s  w e r e  m e t a b o l i c a l l y  d i s t i n c t  

s i n c e  t h e i r  m a j o r  p r o t e i n  a p o - A I  d i d  n o t  e x c h a n g e  b e t w e e n  

t h e m .  T h e  f u n c t i o n a l  h e t e r o g e n e i t y  i n  t h e  a p o - A I  o f  HDL 

i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  r e p o r t  o f  S h e p h e r d  e t  a l .  ( 1 8 1 )  

who p o s t u l a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  t wo  p o o l s  o f  a p o - A I  w i t h i n  

t h e  HDL c l a s s ,  o n e  w h i c h  w a s  r e a d i l y  e x c h a n g e a b l e  w i t h  

l i p i d - f r e e  a p o - A I  i n  t h e  s o l u t i o n  w h i l e  t h e  o t h e r  w a s  

n o n - e x c h a n g e a b l e ,  i n  s p i t e  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  a  l a r g e  

m o l a r  e x c e s s  ô f  t h e  f r e e  a p o p r o t e i n .  F u r t h e r  e v i d e n c e  

f o r  t h e  i n h o m o g e n e i t y  o f  a p o - A I  a n d  A l l  c o n t a i n e d  i n  HDL 

w a s  o b t a i n e d  b y  G r o w  a n d  F r i e d  ( 1 8 2 )  w h o  d e m o n s t r a t e d  

t h a t  w h i l e  a p o p r o t e i n s  e x c h a n g e d  b e t w e e n  HDL% a n d  HDLg 

s u b f r a c t i o n s ,  e q u i l i b r a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n s  w a s  n o t  

o b s e r v e d  w h e n  l a b e l l e d  HDL2 w a s  i n c u b a t e d  o v e r  a  l o n g  

p e r i o d  w i t h  u n l a b e l l e d  HDL3 a n d  v i c e  v e r s a .  T h i s  i s  i n  

a c c o r d  w i t h  t h e  p r e s e n t  r e s u l t s  o f  e x c h a n g e  e x p e r i m e n t s  

b o t h  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o  w h e r e  n o  e q u i l i b r i u m  w a s  

a t t a i n e d  u p o n  i n c u b a t i o n  o f  l a b e l l e d  L p - A I  w i t h  HDL2 o r  

HDL3 .

T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e s e  l i p o p r o t e i n  f a m i l i e s  

e x t e n d e d  t h r o u g h o u t  t h e  e n t i r e  d e n s i t y  s p e c t r u m  o f  HDL.  

H o w e v e r ,  L p - A I  p r e d o m i n a t e s  a t  t h e  l o w e r  e n d  o f  t h e  

d e n s i t y  r a n g e  w h e r e a s  t h e  L p - A i s  t h e  m a j o r  p a r t i c l e  a t
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t h e  h i g h e r  d e n s i t i e s  ( F i g ,  2 2 b ) .  T h i s  d i s t r i b u t i o n  

a c c o r d s  w e l l  w i t h  t h a t  f o u n d  b y  C h e u n g  a n d  A l b e r s  ( 1 7 9 )  

a n d  i s  e v i d e n t  f r o m  t h e  f i n d i n g  t h a t  HDL2 i s  r i c h  i n  

L p - A I  a n d  HDL3 c o m p r i s e s  a  h i g h e r  p r o p o r t i o n  o f  L p - A  

( T a b l e  1 4 ) .  T h e  c o - p r e s e n c e  o f  t h e  t w o  p o p u l a t i o n s  i n  

b o t h  d e n s i t y  r a n g e s ,  i . e . ,  HDL2 a n d  HDL3 , niay e x p l a i n  t h e  

a p p a r e n t  d i s c r e p a n c y  f r o m  l a b o r a t o r y  t o  l a b o r a t o r y  i n  t h e  

r e p o r t e d  r a t i o  o f  a p o - A I / a p o - A I I  i n  t h e s e  d e n s i t y  

s u b f r a c t i o n s  ( 9 1 ) .  I t  a l s o  o f f e r s  n e w  i n s i g h t  i n t o  t h e  

m e t a b o l i c  a n d  s t r u c t u r a l  p r o p e r t i e s  o f  HDL.  I t  s u p p l i e s  

a n  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  r e p e a t e d ,  a l t h o u g h  n o t  u n i v e r s a l  

f i n d i n g  t h a t  a p o - A I  a n d  A l l  a r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  p l a s m a  

a t  d i f f e r e n t  r a t e s  ( 1 2 5 - 1 2 7 ) .  F u r t h e r m o r e ,  d i v e r g e n t  

m e t a b o l i c  f a t e s  o f  t h e s e  a p o p r o t e i n s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  

i n  n o n - h u m a n  p r i m a t e s  ( 1 8 3 , 1 8 4 ) .  A p o - A I  a n d  A l l  a l s o  

d e c a y  d i s p r o p o r t i o n a t e l y  i n  h y p e r t r i g l y c e r i d a e m i c  ( 1 2 6 ,  

1 2 7 )  a n d  T a n g i e r  d i s e a s e  ( 3 7 ,  185)  p a t i e n t s .  I n t e r e s t i n g -  

l y ,  a p o - A I  i n  T a n g i e r  d i s e a s e  i s  c a t a b o l i s e d  f a s t e r  t h a n  

a p o - A I I  e v e n  w h e n  n o r m a l  HDL i s  i n j e c t e d  i n t o  h o m o z y g o t e s  

w i t h  t h i s  d i s e a s e  ( 1 8 5 ) .  M o r e o v e r ,  d i s p a r a t e  d e c a y  o f  

t h e  a p o p r o t e i n s  w a s  d e m o n s t r a t e d  w h e n  h u m a n  HDL w a s  

i n j e c t e d  i n t o  r a t s  ( 1 2 1 ) .  T h e s e  d a t a  t a k e n  t o g e t h e r  

s u p p o r t  t h e  v i e w  t h a t  t h e r e  a r e  d i v e r g e n t  m e t a b o l i c  

p a t h w a y s  f o r  a p o - A I  a n d  A l l  w h i c h  a r e  m o r e  p r o n o u n c e d  i n  

t h e  d y s l i p o p r o t e i n a e m i c  s t a t e s .  T h e  i n c o n s i s t e n t  d i f f e r ­

e n c e  i n  t h e  d e c a y  o f  a p o - A I  a n d  a p o - A I I  f r o m  t h e  p l a s m a  

o f  n o r m a l  s u b j e c t s  i s  r e f l e c t e d  i n  t h e  r e m o v a l  r a t e s  o f  

t h e s e  a p o p r o t e i n s  i n  t h e  t w o  c a s e s  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  11 

w h e r e  a  m i x t u r e  o f  ^ ^ ^ I - L p - A I  a n d  ^ ^ ^ I - H D L  w a s  i n j e c t e d .
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I n  o n e  c ^ s e  (MP)   ̂ I - a p o - A I ,  ̂ ^  ̂ I - a p o - A I  a n d   ̂ ^  ̂ I  -

a p o - A I I  w e r e  c a t a b o l i s e d  a t  s i m i l a r  r a t e s ,  w h i l e  i n  t h e  

o t h e r  s u b j e c t  ( J S )  t h e  t h r e e  a p o p r o t e i n s  w e r e  c a t a b o l i s e d  

d i f f e r e n t l y  w i t h   ̂ ^ ^ I - a p o - A I I  d e c a y i n g  f a s t e r  t h a n  

a p o - A I ,  a n d  t h e  l a t t e r  f a s t e r  t h a n  ^ ^ ^ I - a p o - A I .  T h e  

r e s u l t s  i n  J S  s u g g e s t  t h a t  t w o  k i n e t i c a l l y  d i s t i n c t  

a p o - A I  p o o l s  e x i s t  i n  p l a s m a ,  o n e  r e p r e s e n t i n g  L p - A I  a n d  

t h e  o t h e r  L p - A .

T h e  d i v e r g e n t  m e t a b o l i c  b e h a v i o u r  o f  a p o p r o t e i n  AI 

a n d  A l l  i s  f u r t h e r  s e e n  i n  t h e  d i f f e r e n t  r e s p o n s e  o f  t h e  

l i p o p r o t e i n s  L p - A I  a n d  L p - A  d u r i n g  n i c o t i n i c  a c i d  

t r e a t m e n t .  Q u a n t i t a t i v e  i m m u n o p r é c i p i t a t i o n  d e m o n s t r a t e d  

t h a t  t h e  d r u g  i n c r e a s e d  t h e  p l a s m a  l e v e l s  o f  t h e  f o r m e r  

a n d  d e c r e a s e d  t h o s e  o f  t h e  l a t t e r .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  

a p o - A I / A I I  r a t i o  w as  i n c r e a s e d  i n  p l a s m a  a n d  HDL2 w i t h  

a  s l i g h t  d e c r e a s e  i n  t h i s  r a t i o  i n  HDL3 ( T a b l e s  15 a n d  

1 6 ) .  T h e  l a t t e r  c h a n g e s  a r e  i n  g o o d  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  

r e p o r t e d  b y  S h e p h e r d  e t  a l .  ( 1 8 6 )  a n d  B l um e t  a l .  ( 1 2 8 )  

who d e m o n s t r a t e d  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  r a t i o  o f  a p o - A I / A I I  

i n  HDL c o u p l e d  w i t h  a  r i s e  i n  t h e  p l a s m a  HDL2 /  HDL3 r a t i o  

d u r i n g  n i c o t i n i c  a c i d  a d m i n i s t r a t i o n .  M o r e o v e r ,  t h e  

l a t t e r  w o r k e r s  a n d  G o n e n  e t  a l .  ( 1 8 7 )  d e m o n s t r a t e d  t h e  

r e v e r s e  e f f e c t  f o l l o w i n g  a d m i n i s t r a t i o n  o f  a n  80% 

c a r b o h y d r a t e  d i e t ;  f u r t h e r m o r e , t h e y  r e p o r t e d  a n  i n c r e a s e  

i n  t h e  l o w e r  d e n s i t y  f r a c t i o n s  o f  HDL o n  n i c o t i n i c  a c i d  

( 1 2 8 )  a n d  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  h i g h e r  d e n s i t y  f r a c t i o n s  o n  

t h e  c a r b o h y d r a t e  t r e a t m e n t  ( 1 2 8 , 1 8 7 ) .  I n  t h i s  r e g a r d  i t  

i s  n o t a b l e  t h a t  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  n i c o t i n i c  a c i d  

t h e r a p y  c a u s e d  a  s h i f t  o f  t h e  HDL s p e c t r u m  t o  a  l o w e r
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d e n s i t y  ( P i g .  2 3 ) .  A c c o m p a n y i n g  t h e s e  c h a n g e s  i n  

s u b t r a c t i o n  d i s t r i b u t i o n  B l u m  e t  a l .  ( 1 2 8 )  r e p o r t e d  a n  

a l t e r a t i o n  i n  t h e  HDL i n t r a v a s c u l a r  a n d  e x t r a v a s c u l a r  

f r a c t i o n a l  c a t a b o l i c  r a t e s  o n  b o t h  t r e a t m e n t s .  N i c o t i n i c  

a c i d  d e c r e a s e d  t h e  f o r m e r  a n d  i n c r e a s e d  t h e  l a t t e r .  

I n t e r e s t i n g l y  a  h i g h  c a r b o h y d r a t e  d i e t  w a s  a b l e  t o  

p r o d u c e  r e c i p r o c a l  e f f e c t s  t o  n i c o t i n i c  a c i d  o n  b o t h  t h e  

HDL s u b f r a c t i o n  d i s t r i b u t i o n  a n d  i t s  i n t r a v a s c u l a r  a n d  

e x t r a v a s c u l a r  c a t a b o l i s m .  F r om t h e s e  e x p e r i m e n t s  i t  may 

b e  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  80% c a r b o h y d r a t e  d i e t  d e c r e a s e d  

t h e  p l a s m a  l e v e l  o f  L p - A I  a n d  i n c r e a s e d  t h a t  o f  L p - A .

T h e  e f f e c t  o f  p r o b u c o l  o n  b o t h  l i p o p r o t e i n  t y p e s  w as  

s i m i l a r  t o  c a r b o h y d r a t e  f e e d i n g  i n  t h a t  i t  l o w e r e d  t h e i r  

c o n c e n t r a t i o n  i n  p l a s m a  ( T a b l e  1 8 ) .  T h i s  r e s u l t e d  f r o m  a  

d e c r e a s e  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  b o t h  a p o - A I  a n d  A l l  ( T a b l e  

2 6 )  .

I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  o t h e r  d i e t a r y  m a n i p u l a t i o n s  

a f f e c t  t h e  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n s  o f  L p - A I  a n d  L p - A .  

S h e p h e r d  e t  a l .  ( 1 8 8 )  r e p o r t e d  a  d e c r e a s e  i n  p l a s m a  

a p o - A I  c o n c e n t r a t i o n  a n d  HDL2 / H D L 3 r a t i o  ( s u g g e s t i n g  a  

d e c r e a s e d  p l a s m a  L p - A I )  i n  n o r m o l i p i d a e m i c  h u m a n s  w h e n  

t h e i r  d i e t  w a s  c h a n g e d  f r o m  t h a t  c o n t a i n i n g  s a t u r a t e d  

f a t ,  t o  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t .  A s i m i l a r  d e c r e a s e  i n  

a p o - A I  c o n c e n t r a t i o n  w as  a l s o  r e p o r t e d  i n  m o n k e y s  ( 1 8 3 ) .  

On t h e  o t h e r  h a n d ,  d i e t s  h i g h  i n  s a t u r a t e d  f a t  a n d  

c h o l e s t e r o l  w e r e  s h o w n  t o  i n c r e a s e  p l a s m a  a p o - A I  l e v e l s  

i n  h u m a n s  ( 1 8 9 ) .
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4 . 2  P o t e n t i a l  s o u r c e s  o f  L p - A I :

R e c e n t  q u a n t i t a t i v e  s t u d i e s  o f  t h e  c h a n g e s  i n  HDL 

d u r i n g  a l i m e n t a r y  l i p a e m i a  h a v e  s h o w n  t h a t  f o l l o w i n g  

i n g e s t i o n  o f  a  f a t t y  m e a l ,  p l a s m a  l e v e l s  o f  HDL2 a n d  HDL3 

a r e  i n c r e a s e d  l a r g e l y  d u e  t o  a  r i s e  i n  t h e  p h o s p h o l i p i d ,  

c h o l e s t e r y l  e s t e r  a n d  a p o - A I  c o n t e n t  o f  t h e  f o r m e r ,  a n d  

a p o - A I ,  A l l ,  p h o s p h o l i p i d ,  f r e e  c h o l e s t e r o l  a n d  c h o l ­

e s t e r y l  e s t e r  i n  t h e  l a t t e r .  M o r e o v e r ,  s i x  h o u r s  a f t e r  

t h e  i n g e s t i o n  o f  a  c o r n  o i l  m e a l  t h e  p l a s m a  l e v e l s  o f  

a p o - A I  a n d  A l l  a r e  i n c r e a s e d  f r o m  118 a n d  40 t o  138 a n d  

51 m g / d l ,  r e s p e c t i v e l y  ( 1 9 0 ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  t w o  

l i p o p r o t e i n  s p e c i e s ,  i . e .  L p - A I  a n d  L p - A ,  a r e  s e c r e t e d  by  

t h e  i n t e s t i n e  d u r i n g  a l i m e n t a r y  l i p a e m i a .  C o n v e r s e l y ,  

Z a n n i s  e t  a l .  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  c u l t u r e s  o f  h u m a n  

f o e t a l  i n t e s t i n e  ( 1 9 1 )  s e c r e t e  a p o - A I  b u t  h a r d l y  a n y  

a p o - A I I  u n l i k e  h e p a t o m a  ( 1 9 2 )  o r  huma n  f o e t a l  l i v e r  c e l l s  

( 1 9 1 )  w h i c h  e l a b o r a t e  b o t h  a p o p r o t e i n s .  F r o m  t h e s e  

s t u d i e s  i t  c a n  b e  p o s t u l a t e d  t h a t  a p o - A I  a n d  A l l  a r e  

s e c r e t e d ,  p o s s i b l y  i n  t h e  f o r m  o f  L p - A ,  b y  t h e  l i v e r  a t  

a l l  t i m e s  a n d  b y  t h e  i n t e s t i n e  i n  c h y l o m i c r o n s  f o l l o w i n g  

a  f a t t y  m e a l .  L p - A I  o n  t h e  o t h e r  h a n d  i s  a p p a r e n t l y  

s e c r e t e d  m a i n l y  b y  t h e  i n t e s t i n e  i n  t h e  f a s t i n g  s t a t e .

S u p p o r t  f o r  t h i s  s u g g e s t i o n  c o m e s  f r o m  t h e  e x a m i n ­

a t i o n  o f  i n t e s t i n a l  l y m p h  HDL w h i c h  i s  g e n e r a l l y  l a r g e r  

t h a n  i t s  p l a s m a  c o u n t e r p a r t  ( 1 0 5 , 1 9 3 )  a n d  c o n t a i n s  a  muc h  

h i g h e r  r a t i o  o f  a p o - A I  t o  A l l  p o s s i b l y  i n d i c a t i n g  t h e  

p r e s e n c e  o f  a  h i g h  L p - A I  c o n c e n t r a t i o n .
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L p - A  m a y  a l s o  b e  f o r m e d  i n  t h e  p l a s m a  a s  a p o - A I I  

r e l e a s e d  f r o m  c h y l o m i c r o n s  a s s o c i a t e s  a v i d l y  w i t h  L p - A I  

a n d  d i s p l a c e s  a p o - A I  f r o m  t h e  HDL p a r t i c l e . T h e s e  i n t e r ­

a c t i o n s  a r e  d i s c u s s e d  i n  m o r e  d e t a i l  b e l o w ,

4 , 3  T h e  r o l e  o f  L p - A I  i n  b o d y  c h o l e s t e r o l  t r a n s p o r t :

As  m e n t i o n e d  i n  S e c t i o n  1 ,  t h e r e  i s  n o w  a  b o d y  o f  

e v i d e n c e  t h a t  s u p p o r t s  t h e  c o n c e p t  t h a t  HDL e n h a n c e s  t h e  

r e m o v a l  o f  c e l l u l a r  c h o l e s t e r o l .  I t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  

L p - A I  p l a y s  a m a j o r  r o l e  i n  t h e  a s s i m i l a t i o n  o f  c h o l ­

e s t e r o l  b y  HDL f o r  t h e  f o l l o w i n g  r e a s o n s  : 1)  a p o - A I  i s

a  p o t e n t  a c t i v a t o r  o f  LCAT ( 1 3 1 )  w h i c h  e s t e r i f i e s  t h e  

f r e e  c h o l e s t e r o l  l o s t  f r o m  c e l l s ;  2 )  LCAT a c t i v i t y  i s  

r e p o r t e d  t o  b e  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  a p o - A I  

c o n t e n t  o f  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  d i f f e r e n t  p r o p o r t i o n s  o f  

a p o - A I  a n d  A l l  ( 1 3 3 ) ;  3)  c a n i n e  HDL, w h i c h  i s  p r i m a r i l y

( A I ) H D L ,  w a s  s h o w n  t o  h a v e  h i g h e r  c a p a c i t y  t o  a c c e p t  t h e  

p o l a r  l i p i d  c o n s t i t u e n t s  ( i n c l u d i n g  f r e e  c h o l e s t e r o l )  o f  

V LD L,  d u r i n g  i t s  l i p o l y s i s  i n  v i t r o , t h a n  a p o - I I  h y b r i d s  

o f  HDL ( 1 9 4 ) ;  4)  O r am e t  a l .  ( 1 9 5 )  r e p o r t e d  t h a t  a p o - A I

c o n t a i n i n g  p a r t i c l e s  a r e  e f f e c t i v e  a c c e p t o r s  f o r  c e l l u l a r  

c h o l e s t e r o l  i n  v i t r o ; a n d  t h e  g r e a t e r  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  

p a r t i c l e s  t h e  g r e a t e r  t h e i r  a b i l i t y  t o  r e m o v e  c h o l e s t e r o l  

f r o m  c e l l s .

A s s u m i n g  t h a t  i t  i s  t h e  (AI )HDL p a r t i c l e  t h a t  a c t s  

a s  a  c h o l e s t e r o l  " s h u t t l e "  b e t w e e n  t h e  p e r i p h e r a l  c e l l s  

a n d  t h e  l i v e r ,  t h e  f o l l o w i n g  p a t h w a y  c a n  b e  p r o p o s e d  

( F i g .  26 )  t o  e x p l a i n  t h i s  r o l e .  K n o wi n g  t h a t  f r e e  a p o - A I  

e x i s t s  i n  p l a s m a  a t  a  l o w  c o n c e n t r a t i o n  ( 1 9 8 ) ,  i t  c o u l d  

b e  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e r e  i s  a n  e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  a p o - A I
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i n  t h e  f r e e  f o r m  a n d  t h a t  i n  HDL, s i n c e  t h e  e n t h a l p y  (AH) 

o f  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  o f  a p o - A I  a s s o c i a t e d  w i t h  

i t s  r e l e a s e  f r o m  HDL ( 2 . 7  c a l / g m )  i s  o n l y  s l i g h t l y  h i g h e r  

t h a n  t h a t  f o r  t h e r m a l  u n f o l d i n g  o f  l i p i d - f r e e  a p o - A I  

( 2 . 4  c a l / g m )  ( 9 2 ) .  M o r e o v e r ,  t h i s  e q u i l i b r i u m  c a n  b e  

s h i f t e d  i n  t h e  d i r e c t i o n  o f  a p o - A I  r e l e a s e  f r o m  HDL i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  a p o - A I  a c c e p t o r s  l i k e  t h e  p h o s p h o l i p i d  

b i l a y e r s  f o r m e d  d u r i n g  c h y l o m i c r o n  a n d  VLDL l i p o l y s i s .  

T h i s  p h e n o m e n o n  i s  s e e n  w h e n  t h e  c o - i n c u b â t  i o n  o f  HDL 

w i t h  t u r b i d  s u s p e n s i o n s  o f  p h o s p h o l i p i d  r e s u l t s  i n  t h e  

d i s a p p e a r a n c e  o f  t h e  t u r b i d i t y  a s  a  r e s u l t  o f  d i s s o l u t i o n  

o f  t h e  l i p o s o m e s  b y  t h e  H D L - r e l e a s e d  a p o - A I  ( 9 3 ) ,  T h e  

e q u i l i b r i u m  s h i f t ,  i n  t u r n ,  p o s s i b l y  e n h a n c e s  l i p o l y t i c  

p r o c e s s i n g  o f  t h e  c h y l o m i c r o n s  a n d  VLDL b y  f a c i l i t a t i n g  

t h e  r e m o v a l  o f  e x c e s s  s u r f a c e  c o m p o n e n t s .  I n  a d d i t i o n ,  

w h e n  c h y l o m i c r o n s  e n t e r  t h e  c i r c u l a t i o n  f r o m  l y m p h  t h e i r  

a p o - A I I  i m m e d i a t e l y  ( i n  l e s s  t h a n  1 m i n u t e )  t r a n s f e r s  

i n t o  HDL, w h e r e a s  p a r t  o f  t h e i r  a p o - A I  t r a n s f e r s  a f t e r  

s o m e  d e l a y  (1 - 3  h o u r s )  ( 1 8 4 ) ,  O n c e  t h e  c h y l o m i c r o n s  a r e  

i n  t h e  c i r c u l a t i o n  t h e y  a r e  a c t e d  u p o n  b y  l i p o p r o t e i n  

l i p a s e  w h i c h  r e s u l t s  i n  s h r i n k a g e  o f  t h e  p a r t i c l e s  w i t h  

t h e  p r o t r u s i o n  f r o m  t h e i r  s u r f a c e  o f  b i l a y e r  f o l d s  ( 9 0 ) .  

T h e s e  a r e  s u b s e q u e n t l y  d e t a c h e d  f r o m  t h e  p a r t i c l e  a n d  

f o r m  b i l a y e r  s h e e t s  o r  v e s i c l e s  w h i c h  c o n t a i n  l i t t l e  

a p o - A I  a s  d i s c u s s e d  i n  S e c t i o n  1 . 5 . 2 .  H o w e v e r ,  t h e  

r e l e a s e d  a p o - A I I  m a y  d i s p l a c e  s o m e  o f  t h e  a p o - A I  f r o m  

( A I ) HDL p a r t i c l e s  l e a d i n g  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  ( A I / A I I )  

HDL. S u b s e q u e n t l y ,  t h e  d i s p l a c e d  a p o - A I  c o m b i n e s  w i t h  

t h e  f o r m e d  b i l a y e r  s h e e t s  a n d  v e s i c l e s  t o  p r o d u c e  t h e
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d i s c o i d a l  ( A I ) H D L  ( n a s c e n t )  p a r t i c l e s .  T h e s e  d i s c s ,  

w h i c h  c o m p r i s e  m a i n l y  p h o s p h o l i p i d  w i t h  a  l i t t l e  f r e e  

c h o l e s t e r o l ,  a r e  e x c e l l e n t  s u b s t r a t e s  f o r  t h e  LCAT 

r e a c t i o n  w h e r e  t h e  f r e e  c h o l e s t e r o l  i s  e s t e r i f i e d  a n d  

d i r e c t e d  t o w a r d s  t h e  c o r e  o f  t h e  p a r t i c l e  i n d u c i n g  t h e  

f o r m a t i o n  o f  a  s p h e r i c a l  l i p o p r o t e i n .  T h i s ,  i n  c o n s e ­

q u e n c e ,  r e n d e r s  t h e  p a r t i c l e  r e a d y  t o  a c c e p t  m o r e  f r e e  

c h o l e s t e r o l  f r o m  c e l l s  a n d  e n r i c h e s  i t s  c o r e  w i t h  

c h o l e s t e r y l  e s t e r .  T h e  r e s u l t  i s  a n  i n c r e a s e  i n  p a r t i c l e  

s i z e .  F u r t h e r  c y c l e s  o f  t h i s  c h o l e s t e r o l  a s s i m i l a t i n g  

p r o c e s s  c a n  b e  i n d u c e d  w h e n  c h o l e s t e r y l  e s t e r  i s  e x c h a n g ­

e d  f o r  t r i g l y c e r i d e  f r o m  VLDL b y  m e a n s  o f  t h e  c h o l e s t e r y l  

e s t e r  t r a n s f e r  p r o t e i n  ( C E T P ) .  T h e  ( A I ) HDL p a r t i c l e  t h e n  

b e c o m e s  r i c h e r  i n  t r i g l y c e r i d e s  a n d  p o o r e r  i n  c h o l e s t e r y l  

e s t e r  w h i l e  t h e  VLDL p a r t i c l e  b e c o m e s  e n r i c h e d  w i t h  t h e  

l a t t e r .  S u b s e q u e n t l y ,  VLDL d e l i v e r s  i t s  c h o l e s t e r y l  

e s t e r s  t o  LDL w h i c h  i s  t a k e n  u p  v i a  a  h i g h  a f f i n i t y  

r e c e p t o r  m e c h a n i s m  l o c a t e d  i n  l i v e r  a n d  p e r i p h e r a l  c e l l s  

( 1 9 7 ) .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  m o d i f i e d  ( AI )H D L p a r t i c l e  

w h i c h  i s  n o w  l a r g e  i n  s i z e  a n d  c o n t a i n s  a  h i g h e r  p r o ­

p o r t i o n  o f  l i p i d s  ma y  f u s e  w i t h  c h y l o m i c r o n  r e m n a n t s  a n d  

h e n c e  b e  d e g r a d e d  b y  t h e  l i v e r .  A l t e r n a t i v e l y  l i v e r  

l i p a s e  ( 1 2 9 )  m a y  a c t  d i r e c t l y  o n  t h e  p h o s p h o l i p i d  a n d  

t r i g l y c e r i d e  o f  ( AI  ) HDL t o  r e d u c e  t h e  p a r t i c l e  s i z e  a n d  

c h o l e s t e r o l  c o n t e n t .  T h e s e  p r o c e s s e s  l e a d  t o  e i t h e r  a n  

i r r e v e r s i b l e  r e m o v a l  o f  t h e  p a r t i c l e  o r  t o  i t s  c o n v e r s i o n  

t o  s m a l l e r  HDL.
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The above scheme accounts for many of the known 
physical and chemical properties of HDL e.g. its ready 
ability to accept lipid and change its particle size. It 
also explains the observation that apo-AI and All are 
removed slowly from the circulation whereas HDL chol­
esteryl esters have a much shorter turnover time (117); 
and it allows for the formation in the plasma of Lp-AI 
and Lp-A. Since the chylomicron is postulated to be a 
major source of the Lp-AI then the latter should be 
sensitive to diet as discussed above i.e. carbohydrate 
feeding which reduces chylomicron formation decreases 
Lp-AI. Similarly, polyunsaturated fat feeding leads to 
the synthesis of smaller chylomicrons with less A protein 
on their surface. Saturated fat feeding in this scheme 
conversely is able to augment the plasma content of both 
Lp-AI and Lp-A in line with the observed data.
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