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Ενζυμο
LCAT

Ref.No 1,2

Υδρόφοβος χοληστερο-
εστέρας

Η LCAT Εστεροποιεί την Χοληστερόλη

Presenter
Presentation Notes
Exchanges 2sn group of phospatidylcholine to 3-OH group of free cholesterol leading to formation of cholesteryl esterHydrophobic vs hydrophilic action



LCAT Άλφα δράση (75%) - HDL

1. Ήπαρ ABCA1ApoAI+Φωσφολιπίδια+Χοληστερόλη
 Δισκοειδής προ-βήτα HDL

2. Περιφερικοί ιστοί, μακροφάγα, αφρώδη 
κύτταρα

Γεμίζει με εστεροποιημένη χοληστερόλη
 Ώριμη σφαιρική Άλφα HDL

3. Ανάστροφο μονοπάτι μεταφοράς 
χοληστερόλης

Από τους ιστούς στο ήπαρ

Ref.No 3,4

Presenter
Presentation Notes
With the help of apo AI LCAT exerts its alfa activity in the maturation of pre-beta discoidal particles of HDL+ApoAI into to mature spherical alpha HDL particlesLCAT with the help of ApoAI that connects to peripheral tissues helps esterifies free cholesterol, creates a gradient of hydrophilic inside the cell that doesn’t exist outside takes up more CHOL to esterify3. Uptake from the liver from SR-BI and then phospholipid transfer protein and hepatic lipase promote interconversion of alpha to beta HDL to make the circle once more



LCAT Βήτα δράση (25%) - LDL

Ref.No 3,4

• LDL κυρίως- ApoB
• ApoA/C/E, ελεύθερη 

LpB

Presenter
Presentation Notes
Esterification of LDL Cholesterolare the only substrate for LCAT we could demonstrate that LDL and even apoA/C/E free LpB is utilized by LCAT



LCAT

• Γονίδιο στο16q22
• 6 εξώνια
• 416 αμινοξέα- 67kD
• Κυρίως στο ήπαρ, σε μικρότερη ποσότητα σε όρχεις

και εγκέφαλο

ΠΛΗΡΗΣ απώλεια 
άλφα&βήτα

δράσης

Οικογενής
ανεπάρκεια LCAT(FLD)

Μερική 
απώλεια ΜΟΝΟ

άλφα δράσης

Νόσος δίκης 
οφθαλμού 

ψαριού (FED)

Presenter
Presentation Notes
Limited info to the tertiary structureGene expression is not affected by drugs, lifestyle and diet but fibrates lower to 20�%, atorvastatin increasesThis are the two ends of a continuumYou can also have an intermediate phenotype 



Από το 1967… 60 μεμονωμένες περιπτώσεις, 
70 πυρηνικές οικογένειες παγκοσμίως

Θολερότητα 
κερατοειδούς

Αιμολυτική αναιμία

 ΧΝΝ ΤΣΧΝΝ

Θολερότητα 
κερατοειδούς

Οικογενής Ανεπάρκεια 
LCAT

Νόσος δίκην 
οφθαλμού ψαριού

HDL
TGs

Ref.No 5,6,7

Αμφίβολος 
καρδιαγγειακός 

κίνδυνος

Presenter
Presentation Notes
It has a characteristic renal injury patern with glomelural foam cells infiltrateslipid deposits, glomerulosclerosisChronic progressive proteinuria asymptomatic for decades or progress rapidly to CKD



FLD & ΧΝΝ (1)

Ref.No 7,10-13, 20,21,22

Χρόνια εξελισσόμενη πρωτεϊνουρία
• Ασυμπτωματική για δεκαετίες
• Ταχέως σε ΤΣΧΝΝ

LpX: ΜΗ-εστεροποιημένη
Χοληστερόλη+Φωσφολιπίδια

Proteinuria

Νεφρική βλάβη 
σχετιζόμενη με την 

συσσώρευση της LpX

LCAT-/-

Presenter
Presentation Notes
LpX: abnormal lipid particles that form with the absence of LCAT, first found in primary biliary obstruction mouse models that exogenous LpX1st experiment: LpX in kidney  deposition in glomeruli, disruption of GBM, podocyte effacement and proteinuriaRenal transplant patients have good outcomes but biopsy in 6 months showed lipid accumulation without evidence of significant damageDeposition probably starts early in life yet proteinuria and renal failure are delayed for decades



LpX Χημειοταξία μονοκυττάρων
Σπειραματοσκλήρυνση

Ref.No23



Ref.No27

FLD & ΧΝΝ (2)

• Δια μέσου συμπληρώματος και 
ανοσοσυμπλεγμάτων(;)

• Ανώμαλη απομάκρυνση λόγω εναπόθεσης 
λιπιδίων (;)

• Προδιάθεση σε σπειραματονεφρίτιδα



Πάντα ξεκινάει με έναν ασθενή… 

63 χρ. Αιματολογική κλινική

• Σπληνομεγαλία

• Αναιμία

• Θρομβοπενία

Επιδείνωση νεφρικής 
λειτουργίας

• Χρόνια αναιμία-
αγνώστου 
αιτιολογίας

• Πρωτεϊνουρία-
40 ετών

• ΣΔΙΙ- 46 ετών

• ΧΝΝ3- 56 ετών

Χαμηλή HDL
ΧΝΝ4

Presenter
Presentation Notes
Low HDL, CKD4



Ενώ ακολούθησε και δεύτερος…

43 χρ

• Πρωτεϊνουρία

• Νεοεμφανιζόμενος ΣΔΙΙ

• Υποτροπιάζουσα
μακροσκοπική αιματουρία 
σε RTIs από παιδική ηλικία

• Θολερότητα κερατοειδούς

• Πολύ χαμηλή HDL

• eGFR 71ml/min/1,73m21αξαδέρφια

Presenter
Presentation Notes
Same village 1st cousins, we got our two first index patients



Αναγνωρίζοντας την LCAT μετάλλαξη μας

ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ

• Ανάλυση αλληλουχίας 
DNA (DNA sequencing 
analysis)

• In vitro ανάλυση της 
μετάλλαξης
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To further investigate the effects of this mutation on LCAT function, we will develop cell lines(baby hamster kidney cells) that staby express the wild-type and mutant LCAT enzyme. Thiswill reveal whether the mutant LCAT will - at all - be secreted (or will be degradedintracellularly). If the mutant is secreted, it will be tested for its capacity to esterify cholesterolon HDL and LDL substrates (using wt-LCAT as a control)Western blot for protein concentration: media from three separate transfections blotted in duplicate. Alpha activity: media from three separate transfections measured in duplicate. Beta activity: single activity experiment measured in duplicate. CE: cholesterol esterification.



Η νέα LCAT μετάλλαξή μας

ΒΙΟΧΗΜΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ:
• LCAT ενεργότητα για διαχωρισμό μεταξύ ομοζυγωτών και 

ετεροζυγωτών
• Ρυθμός εστεροποίησης χοληστερόλης (CER) Για την 

διάγνωση συνδρόμων με ανεπάρκεια LCAT FLD ή FED. Στην 
περίπτωση της FED η LCAT ενεργότητα είναι κοντά το 
μηδέν,ωστόσο ο CER παραμένει στο 50-70% του φυσιολογικού

Ref.No 15,16

Presenter
Presentation Notes
1.LCAT activity assay. Hereby, the plasma is tested on a its capacity to esterify cholesterolon an artificial proteoliposome substrate (egg yolk phosphatidyl choline. 3H FC andapolipoprotein AI). This mixture is the ideal substrate for the LCAT enzyme, and mimicksthe HDL subfraction of the human lipoproteins. For both alpha and beta activities2. Cholesterol esterification rate (CER). In this assay, the plasma is tested on its capacity toesterify cholesterol on endogenous lipoproteins. For calculations, we also determined freecholesterol concentrations in plasma.  Can present with near normal CER.



Πληθυσμός

122: 4ετές αρχικό screening (ιατρικό& οικογενειακό ιστορικό, κλινική εξέταση, 
ρουτίνα αίμα& ούρα

110: LCAT γονιδιακή ανάλυση
44: Άνευ μετάλλαξης

57:Ετεροζυγώτες9: Ομοζυγώτες

6: Βιοψία Νεφρού

10- ετής παρακολούθηση:
Ιατρικό ιστορικό, κλινική εξέταση, 
εξετάσεις ρουτίνας



LCAT p.P274S- Οικογενειακό δέντρο
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Presentation Notes
Indicative pedigree



Ομοζυγώτες (n=9) Ετεροζυγώτες (n=57) P

Κλινικά χαρακτηριστικά με βάση την ζυγωτία
Ηλικία (μέση±SD) 49.6 ±15.7 35.4 ±20.6 0.033

Φύλο (άρρεν) 8 (89%) 30 (52%) 0.04

Σακχαρώδης Διαβήτης (ναι) 6 (67%) 5 (9%) <0.001

Υπέρταση (ναι) 8 (89%) 16 (28%) 0.001

Καρδιαγγειακή νόσος* (ναι)-
Ζυγωτία 5 (56%) 4 (7%) 0.001

Θολερότητα αμφιβληστροειδούς 
(ναι) 9 (100%) 3 (5%) <0.001

Μειωμένο eGFR αρχικά (ναι) 3 (33%) 14 (24%) 0.6

Μειωμένο eGFR στην 10ετία
(ναι) 9 (100%) 26 (45%) 0.002

Κάπνισμα (ναι) 6 (67%) 23 (40%) 0.16
ΣΑΠ (mmHg) 141.6 ±6 125.4 ±18.3 0.01
ΔΑΠ (mmHg) 76.7 ±13.8 76.2 ±9 0.8

*CVD: Ισχαιμική καρδιακή νόσος, αγγειακή εγκεφαλική νόσος, αθηροσκληρυντική βαλβιδοπάθεια, 
περιφερική αρτηριακή νόσος

Αρτηριακή σκλήρυνση(PWV) 
n=8 HMZ> n=11 HTZ, p<0.001, ζυγωτία

Presenter
Presentation Notes
, mutations causing FLD or FED have not been reported to be associated with higher blood glucose levels and diabetes. On the contrary, in a study by Li et al31, LCAT-deficient mice showed enhanced insulin sensitivity and resistance to diet induced obesity possibly due to protection against diet-induced hepatic and adipocyte endoplasmic reticulum stress. Therefore, the relatively high incidence of diabetes in our homozygotes may be associated with incidental co-inheritance of another genetic defect following from the consanguinity. Another possibility could be degeneration of b-cells due to lipid infiltration since one patient with recurrent hypertriglyceridemia was reported as having lipoid infiltrates in his pancreas by ultrasound.



Ομοζυγώτες
(n=9)

Ετεροζυγώτες
(n=57)

P

Εργαστηριακα χαρακτηριστικά με βάση την ζυγωτία
Γλυκόζη(mg/dl) 128.2 ±42.8 93.3 ±38.5 0.015
Χοληστερόλη (mg/dl) 174 ±43.1 176.7 ±42 0.86
ΤΡΙΓΛΥΚΕΡΙΔΙΑ (mg/dl) 315.5  ±152 179.4  ±118.7 0.003
LDL(mg/dl) 94.3 ±32.6 104.5 ±36.6 0.4
HDL (mg/dl) 12.9 ±8.2 34.5 ±8 <0.001
apoA-I (mg/dl) 54  ±36.9 117.5  ±25 <0.001
ApoB100 (mg/dl) 57.6  ±41.2 123.8  ±28.4 <0.001
Lp(a) (mg/dl)  3.1  ±2 24.5  ±25.9 0.005
eGFR1 (ml/min/1.73m2) 78.6  ±32 104.2 ±27.4 0.013
eGFR2 (ml/min/1.73m2) 48  ±30 88.5 ±27.8 <0.001
ΔeGFR(ml/min/1.73m2)* 
Ζυγωτία

30.6  ±19 15.7  ±14.9 0.01

Αιμοσφαιρίνη (g/dl) 12.3 ±1.4 13.8  ±1.3 0.002
PLT (K/μl) 136 ±37.3 225.7 ±51.7 <0.001
Θρομβοπενία (ναι) 7 (78%) 4 (7%) <0.001
Αιματουρία (ναι) 9 (100%) 35 (61%) 0.024
Πρωτεϊνουρία (ναι) 9 (100%) 26 (45.6%) 0.003
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Presentation Notes
4 patients progressed to advanced CKD needed EPO



Διαταραγμένο λιπιδικό προφίλ >10 χρόνια

Presenter
Presentation Notes
No pancreatitis episodes with high TGs



Μετάλλαξη LCAT : Κλινικά Χαρακτηριστικά
(9 ομοζυγώτες πάνω από 10 έτη)
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Θρομβοπε-
νία(7)

Εξέλιξη 
ΧΝΝ

1 48 Ναι Ναι Όχι Ναι Ναι Ναι 2 => 5

2 19 Όχι Όχι Όχι Ναι Ναι Ναι 1 => 3a

3 61 Ναι Ναι Ναι Ναι Ναι Ναι 1 => 3a

4 64 Ναι Ναι Ναι Ναι Ναι Ναι 1 => 3a

5 38 Όχι Ναι Όχι Ναι Ναι Ναι 3b => 4

6 68 Ναι Ναι Ναι Ναι Ναι Ναι 4 => 5d

7 57 Όχι Ναι Ναι Ναι Όχι Ναι 1 => 2

8 54 Ναι Ναι Ναι Ναι Ναι Όχι 1 => 2

9 37 Ναι Ναι Όχι Ναι Ναι Όχι 1 => 2

ΣΔΙΙ=σακχαρώδης διαβήτης, ΑΥ=Υπέρταση, CVD=cκαρδιαγγειακή νόσος, FED=fish-
eye disease, ΧΝΝ=χρόνια νεφρική νόσος, Ηλικία = Ηλικία κατά την διάγνωση
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+1 heterozygote ESRD



FLD:  Σταδιακή έκπτωση του GFR

Μέσος ρυθμός 
έκπτωσης 
(ml/min/1,73m2/year):

-3 ομοζυγώτες
-1,5 ετεροζυγώτες



Βασικά ευρήματα νεφρικής βιοψίας

• Εναπόθεση λιπιδίων Πάχυνση βασικής μεμβράνης

• Έκπτυξη μεσαγγείου

• Διάμεσος ιστός με “αφρώδη”κύτταρα+Μονοκύτταρα

• Προχωρημένη νόσος: 
 Ισχαιμικές αλλοιώσεις
 Σωληναριακή ατροφία
 Ουλοποίηση του διάμεσου
 Σπειραματοσκλήρυνση



Ευρήματα βιοψίας νεφρού

Σπειράματα
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1 37,5% Ναι Όχι Ναι Όχι Ναι Όχι Όχι Ναι
2 0% Ναι Όχι Ναι Όχι Ναι Όχι Όχι Όχι
3 14,2% Όχι Ναι Ναι Όχι Ναι Ναι Όχι Ναι
4 11,7% Όχι Όχι Ναι Ναι Όχι Ναι Ναι Όχι
5 66,6% Ναι Ναι Ναι Ναι Όχι Ναι Ναι Όχι
6 56% Ναι Ναι Ναι Ναι Ναι Ναι Ναι Όχι

Σωληνάρια &    Διάμεσος Ιστός
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ΤΒΜ
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Μακροφάγων

1 2+ Ναι Ναι Όχι 2+ 1+ Όχι Ναι
2 1+ Όχι Όχι Όχι 0 0-1+ Ναι Ναι
3 1+ Όχι Ναι Όχι 0 1+ Όχι Ναι
4 1+ Όχι Όχι Όχι 2+ 2+ Όχι Ναι
5 3+ Ναι Όχι Ναι 3+ 3+ Όχι Ναι
6 3+ Ναι Όχι Ναι 3+ 3+ Όχι Ναι

Σωληναριακή ατροφία: 0 (απούσα), 1+ (ήπια, ≤ 25%), 2+ (μέτρια, 26-50%), 3+ (σοβαρή, >50%).
Διάμεση ίνωση: : 0 (απούσα ≤ 5%), 1+ (ήπια,  6- 25%), 2+ (μέτρια, 26-50%), 3+ (σοβαρή, >50%).
Διάμεση φλεγμονή: 0 (απούσα), 1+ (ήπια, ≤ 25%), 2+ (μέτρια, 26-50%), 3+ (σοβαρή, >50%).

Αγγεία Ανοσοφθορισμός

Ασ
θε

νή
ς

Πάχυνση 
έσω χιτώνα Υαλίνωση Αφρώδες 

Υλικό IgA IgM C3 C4 C1q

1 Ναι Ναι Ναι N N 1+ N N
2 ‘Όχι Ναι Όχι 1+ 2+ 3+ N 2+
3 Ναι Ναι Όχι N N N N N
4 Όχι Ναι Ναι N 1+ N N N
5 Όχι Όχι Ναι N 2+ 3+ 2+ 2+
6 Ναι Ναι Ναι N 3+ 2+ 2+ 2+

Ανοσοφθορισμός: 

Κοκκιώδης εναπόθεση
Μεσάγγειο+περιφερικές αγγειακές 
αγκύλες
Ενεργοποίηση συμπληρώματος 
/παγίδευση(?) στις πιο 
επηρεασμένες περιπτώσεις
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6/9homozygotes underwent a renal bTubular atrophy with sclerosis-> worse renal outcome(+) IF in patients with severe renal impairment during biopsy or rapid deterioration later



Ήπια, μέτρια, σοβαρή 
μεσαγγειακή υπερπλασία

PAS

HE

HE

Η LCAT p.P274S Αλλοιώνει το μεσάγγειο



Ανώμαλη πάχυνση της GBM με εστιακές διπλές παρυφές

Silver

Η LCAT p.P274S Διαταράσσει την GBM



Τμηματική κενοτοπίωση λόγω ενδρομεμβρανικών λιπιδιακών
εναποθέσεων δίκην φυσαλίδας

Masson

Η LCAT p.P274S Προκαλεί κενοτοπιώδεις εναποθέσεις



Masson

Σχετιζόμενες με την μεμβράνη φυσαλιδώδεις εναποθέσεις



Εκφύλιση του αρτηριακού δεντρου με κενοτοπίωση λόγω
λιπιδιακών εναποθέσεων+εστιακής διάμεσης φλεγμονής

Η LCAT p.P274S Επηρεάζει Aγγεία & Διάμεσο Ιστό 



Διάχυτη εναπόθεση λιπιδίων



Διάχυτη λιπιδιακή εναπόθεση στην GBΜ



Επιμεμβρανικές λιπιδιακές εναποθέσεις



Ύποενδοθηλιακές λιπιδιακές εναποθέσεις



Λίπος: Σε υπενδοθήλιο & μεσάγγειο



Διαμεμβρανική μεταφορά λιπιδίων;



Λιπιδιακές εναποθέσεις στην ΒΜ των σωληναρίων



FLD-Θεραπεία;

Προς το παρόν δεν υπάρχει 
αιτιολογική θεραπεία

• Δίαιτα περιορισμένη σε λιπίδια

• ΑΜΕΑ, ΑΤ2

• Μεταμόσχευση νεφρού

• Ανασυνδυασμένη LCAT;

Φάση 1 σε FLD ασθενείς με αποδεκτό προφίλ ασφάλειας



p.P274S

FLDCVD 55%
Υψηλή επίπτωση σε 
ανευρύσματα
Αρτηριακή σκλήρυνση
Ομοζυγωτία

ΣΔΙΙ 65%
Ποντίκια με ανεπάρκεια 
στην LCAT 
παρουσίασαν 
αυξημένη ευαισθησία 
στην ινσουλίνη και 
αντίσταση σε δίαιτα 
που προκαλούσε 
παχυσαρκία

Lp(a) 
(ApoB100+ApoAI)
Η LCAT χρειάζεται για 
την συσσώρευση της
Lp(a)

ΧΝΝ ΔeGFR=3
Πρωτεϊνουρία
Αιματουρία
Ευρήματα βιοψίας
Ρόλος συμπληρώματος

HDL
TGs

Θρομβοπενία
*Αυξημένος ρυθμός 

απομάκρυνσης(;)

Presenter
Presentation Notes
T2DM in LCAT deficient mice showed enhanced insulin sensitivity and resistance to diet induced obesityLCAT needed for the assembly of Lp(a)
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