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SUMMARY

The intravascular “lipolytic cascade” is the process whereby triglycerides (TGs) located in the core of
TG-rich lipoproteins (TGr-Lps) (chylomicrons and VLDL) are hydrolyzed by the enzyme Lipoprotein
Lipase (LPL). LPL is located on the endoluminal surface of capillary endothelial cells and acts as an
omodimer; its activity requires the presence of apolipoprotein C-II (ApoC-II), a protein constituent of
TGs-Lps. The lipolytic cascade is made possible and is regulated by other factors, some of which have
been identified in the last decade. These factors either facilitate/promote or inhibit LPL activity. The apo-
lipoprotein A-V (Apo A-V), a minor protein constituent of TGr-Lps, facilitates the activity of LPL bound to
heparin-sulfate or other components of endothelial cell membrane. Other molecules required for an effi-
cient lipolytic cascade are structural components of either endothelial cells (like the Glycosylphosphati-
dylinositol-anchored high density lipoprotein-binding protein-1, GPIHBP1) or other cells (like miocytes
and adipocytes) which produce and secrete LPL (like Lipase Maturation Factor 1, LMF1). GPIHBP1
acts as a molecular platform that brings together TGr-Lps, LPL, ApoC-II and ApoA-V. LMF1 plays a key
role in assembly of two inactive LPL monomers, produced by adipocytes and miocytes, producing the
active omodimeric structure of LPL, and in maintaining this configuration during the secretion of the
enzyme into the extracellular space. The lipolytic cascade is inhibited by Apolipoprotein C-IIT (ApoC-III)
and by three members of the family of the “angiopoieting like” (ANGPTL) proteins. Apo C-III displaces
LPL from its substrate, while ANGPTL-3, ANGPTL-4 and ANGPTL-8 bind LPL and either promote its
degradation by proteolytic enzymes or the irreversible disruption of its biologically active omodimeric
structure.

Keywords: Intravascular lipolytic cascade; Lipoprotein Lipase; Apolipoprotein C-II; Apolipoprotein C-II1;
Apolipoprotein A-V; Lipase Maturation Factor 1; GPIHBPI1; Angiopoietin-like proteins.
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nostrato di fosfolipidi, colesterolo non
esterificato ed apolipoproteine. Per lipo-
proteine ricche in trigliceridi (TGr-Lps)
si intendono in senso stretto due classi
di lipoproteine secrete rispettivamente
dallintestino (chilomicroni) e dal fega-
to (lipoproteine a bassissima densita,
VLDL). I chilomicroni si formano nell’en-
terocita a seguito dell’assorbimento di aci-
di grassi (FAs) e monogliceridi (MGs) dal
lume intestinale, a cui segue la loro suc-
cessiva ri-esterificazione con il glicerolo
per riformare TGs. Nell’enterocita i TGs
sono incorporati nei chilomicroni, macro-
molecole di grandi dimensioni, che hanno
come componente proteica strutturale la
apolipoproteina B-48 (ApoB-48). I TGs di
origine endogena, sintetizzati nel fegato,
sono incorporati in macromolecole lipo-
proteiche piu piccole (VLDL), nelle quali
la componente proteica strutturale € co-
stituita dall’apolipoproteina B-100 (ApoB-
100).

I TGs svolgono un ruolo importante nel
consentire il trasporto e la disponibilita di
acidi grassi (FAs) per soddisfare il fabbi-
sogno dei tessuti. Gli FAs sono molecole
con multiple funzioni biologiche, come
componenti dei lipidi delle membrane
biologiche, come substrati la cui ossida-
zione rende disponibile energia, e come
molecole che hanno funzione di secondi
messaggeri. Gli FAs hanno una scarsa
solubilita in acqua, formano strutture mi-
cellari a basse concentrazioni, € possono
essere dannosi per la cellula al di sopra
di determinate concentrazioni. Per evita-
re effetti “potenzialmente tossici” gli FAs
sono coniugati con il glicerolo per for-
mare TGs che essendo biologicamente
inerti possono essere veicolati nel plasma
(incorporati in lipoproteine) e mantenuti
all'interno delle cellule (contenuti in goc-
cioline lipidiche, “lipid droplets”) fungen-
do da riserva per la disponibilita di FAs. In

caso di necessita i TGs, sia quelli traspor-
tati nelle lipoproteine che quelli intracel-
lulari, sono idrolizzati da specifiche lipasi
(trigliceride idrolasi) che rendono rapida-
mente disponibili gli FAs. Questa lipolisi
avviene quindi sia nel compartimento pla-
smatico (lipolisi intravascolare o cascata
lipolitica intravascolare) che all'interno
delle cellule in vari tessuti (lipolisi intra-
cellulare) (1).

Questa breve rassegna si propone di
rivisitare la “cascata lipolitica intravasco-
lare” delle TGr-Lps alla luce delle nuove
conoscenze, emerse nel corso dell’ ultima
decade, che hanno reso possibile I'identi-
ficazione di nuovi protagonisti di questo
processo e le loro interazioni con i prota-
gonisti gia conosciuti da tempo.

Ruolo della Lipasi Lipoproteica
(LPL)

L’idrolisi dei TGs dei chilomicroni e del-
le VLDL avviene all'interno della circola-
zione capillare ad opera dell’enzima Lipasi
Lipoproteica (LPL), presente sulla super-
ficie endoluminale del rivestimento endo-
teliale dei capillari stessi. La LPL rappre-
senta il “protagonista chiave” della cascata
lipolitica, idrolizzando pit del 70% dei TGs
contenuti nei chilomicroni e nelle VLDL,
liberando FAs (che si legano all’albumina
ed vengono trasferiti ai vari tessuti) e ge-
nerando lipoproteine residue (denominate
rispettivamente chilomicroni “remnants”
e lipoproteine a densita intermedia) (2, 3).

La LPL é una proteina di 474 aminoa-
cidi nella sua forma nascente e di 448
aminoacidi nella sua forma matura, che
si genera a seguito della rimozione del
peptide segnale. La porzione N-terminale
della proteina (corrispondente ai primi
312 aminoacidi) contiene il sito attivo; la
porzione C-terminale contiene il domi-
nio di legame con i lipidi substrato (T'Gs)
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(Figura 1). La LPL possiede una grande
affinita per 'eparina e per i glicosamino-
glicani (eparansolfati) che si trovano sulla
superficie endoluminale delle cellule en-
doteliali; il principale sito di legame per
questi composti € costituito da sequenze
di aminoacidi con carica positiva che si
trovano nel dominio C-terminale della LPL
(aminoacidi 402-407) (1-3).

La LPL ¢ prodotta e secreta da alcuni
tessuti (in particolare il tessuto adiposo,
il tessuto muscolare cardiaco e quello
scheletrico) ed e attiva in forma omodime-
rica; nello specifico, due molecole di LPL
si dispongono “testa coda” nel senso che
il dominio di legame per i TGs (dominio
C-terminale) di una molecola presenta il
substrato (TG) al dominio catalitico (domi-
nio N-terminale) della molecola “partner”
(Figura 1). Laragione per la quale LPL sia
attiva solo in forma di dimero non é chia-
ra. E stato suggerito che questa organiz-
zazione molecolare potrebbe consentire

un piu facile controllo post-traduzionale
da parte di alcuni inibitori “fisiologici”
della LPL, come la angiopoietin-like pro-
tein-3 (ANGPTL-3) e la angiopoietin like
protein-4 (ANGTPL-4) (vedi oltre) (1-3).
Il meccanismo attraverso il quale la LPL,
sintetizzata nelle cellule muscolari e negli
adipociti, raggiunge la superficie endolu-
minale dell’endotelio dei capillari e stato
per molto tempo un “mistero”, che solo
da qualche anno ¢ stato chiarito, a segui-
to della scoperta della proteina GPIHBP1
(vedi oltre). Questa molecola si é rivelata
avere diversi ruoli tra cui quello di traspor-
tare la LPL biologicamente attiva (in forma
dimerica) dalla regione sotto endoteliale
alla superficie endoluminale dell’endote-
lio. (1). La LPL, ancorata ai glicosamino-
glicani ed altre molecole presenti sulla
superficie endoteliale (come GPIHBP1),
viene rilasciata nel torrente circolatorio
a seguito di una iniezione endovenosa di
eparina. Questa procedura consente di de-
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Figura | - Rappresentazione della struttura del dimero dell’enzima Lipasi Lipoproteica (LPL). La LPL ¢ at-
tiva come omodimero, che ha una disposizione testa-coda: il dominio N-terminale (contenente il sito catali-
tico) di una molecola di LPL interagisce con il dominio C-terminale (contenente il sito di legame con il
substrato) della molecola “partner”. Il dominio N-terminale contiene anche il sito di legame per 'apolipopro-
teina C-II (Apo-CII), attivatore fisiologico della LPL. La LPL ha multipli siti di legame con I'eparina.
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terminare l'attivita e la massa della LPL in
un campione di sangue prelevato 10 minu-
ti dopo l'iniezione endovenosa di eparina
(attivita lipasica post-eparinica).

Poiché l'iniezione di eparina determina
il rilascio anche della lipasi epatica (HL) ¢
necessario usare metodi di dosaggio che
consentano di differenziare le due attivita
enzimatiche presenti nel campione di san-
gue in esame (1).

Attivatori/promotori dell'attivita
della Lipasi Lipoproteica.
Ruolo della apolipoproteina C-II

La LPL “di per se” ha una modesta atti-
vita enzimatica; questa viene fortemente
amplificata dalla presenza di un attivato-
re, la apolipoproteina C-II (ApoC-II). La
ApoC-II € una singola catena di 79 amino-
acidi che contiene:

1) un dominio N-terminale fortemente an-
fipatico che é capace di legare lipidi;

2) un dominio C-terminale che é respon-
sabile dell’attivazione della LPL.
L’ApoC-II orienterebbe il substrato

lipidico (TGs) verso il sito attivo della

LPL rendendo quindi piu facile I'accesso

dell’enzima al substrato.

L’ApoC-II circola nel plasma come com-
ponente di superficie di chilomicroni,
VLDL e HDL; essa puo facilmente scam-
biarsi fra le varie frazioni lipoproteiche.

Nei soggetti normolipidemici la concen-
trazione plasmatica di ApoC-II ¢ intorno ai
4 mg/dl (4).

Promotore dell'attivita della Lipasi
Lipoproteica. Ruolo della
apolipoproteina A-V (Apo A-V)

L’ApoA-V € una proteina di 366 amino
acidi sintetizzata dal fegato e presente nel
plasma nella sua forma matura contenen-
te 343 aminoacidi.

E codificata da un gene localizzato sul
cromosoma 11 (11g23) nella regione che
contiene ancheigeni codificanti perla apo-
lipoproteina A-I (ApoA-1), la apolipopro-
teina C-III (ApoC-III) e la Apolipoprotein
A-IV (Apo A-IV).

Si trova nel plasma in forma monome-
rica a concentrazioni molto basse (50-500
png/dl), associata a chilomicroni, VLDL e
HDL.

Losservazione che linattivazione del
gene ApoA5 nei topi si associava ad iper-
trigliceridemia, mentre 'opposto si osser-
vava nei topi che sovra-esprimevano que-
sto gene, ha suggerito che ’ApoA-V rive-
stisse un ruolo importante nel controllo
della trigliceridemia (5-7).

Il meccanismo con cui 'ApoA-V inter-
viene nel metabolismo dei trigliceridi non
¢ completamente chiaro.

Vi sono evidenze che questo controllo
si eserciti attraverso:

1) un’inibizione della produzione/secre-
zione di VLDL nel fegato;

2) una stimolazione dell’attivita della LPL
che si esplica quando 'enzima si trova
legato ai proteoglicani o alla piattafor-
ma molecolare GPIHBP1, presenti sul-
la superficie endoluminale delle cellule
endoteliali (vedi oltre).

Sulla superficie endoteliale I'ApoA-V
non agirebbe come attivatore diretto della
LPL, ma come un “facilitatore” che favori-
sce l'interazione fra TGr-Lps, piattaforma
molecolare (GPIHBP1), Apo C-II ed LPL
(Figura 2).

E anche stato suggerito che 'Apo A-V
favorisca la clearance dei “remnants” del-
le TGr-Lps da parte di recettori epatici.

Infatti ’Apo A-V si ¢ dimostrata inte-
ragire con i recettori della famiglia del
recettore delle LDL (LDL-R) attraverso
sequenze di aminoacidi basici localizza-
ti nella regione N-terminale (aminoacidi
186-227) (5-7).
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Figura 2 - Modello di interazione fra le molecole che partecipano al processo della “cascata lipolitica intra-
vascolare”. La LPL sintetizzata e stabilizzata in forma di omodimero viene secreta nella regione sotto-endo-
teliale dalle cellule del muscolo scheletrico e cardiaco (miociti) e dalle cellule del tessuto adiposo (adipociti).
11 trasferimento del dimero di LPL dallo spazio sotto-endoteliale alla superficie endo-luminale delle cellule
endoteliali &€ mediato dall'intervento della proteina GPIHBP1 (vedasi figura 5 per dettagli). La LPL in parte
si lega a glicosaminoglicani ed in parte interagisce con la proteina GPIHBP1 che costituisce la piattaforma
molecolare sulla quale avviene il processo di lipolisi. Questa piattaforma infatti facilita I'interazione della LPL
con i chilomicroni e le apolipoproteine Apo C-II e ApoA-V che sono attivatori della LPL. Lidrolisi dei trigli-
ceridi si traduce da un lato nella liberazione di acidi grassi e dall’altro nella formazione di lipoproteine residue
(remnants) che sono catturate selettivamente dal fegato. Dall'idrolisi dei trigliceridi dei chilomicroni, si
genera un rilascio di fosfolipidi dalla superficie degli stessi, che andranno a costituire HDL nascenti. Le HDL
circolanti contengono varie apolipoproteine che si trasferiscono sulla superficie dei chilomicroni facilitando-
ne la lipolisi (come nel caso dell’ApoC-II e ApoA-V) o viceversa inibendola (come nel caso dell’Apo C-III).

Fattore di maturazione della Lipasi
Lipoproteica € della Lipasi Epatica
(Lipase Maturation Factor I, LMFI)

La scoperta di LMF1 si deve allo stu-
dio di un ceppo mutante di topi affetti da
una ipertrigliceridemia severa a trasmis-
sione recessiva, che e risultata essere do-
vuta ad un difetto di attivita della Lipasi
Lipoproteica (LPL) e della Lipasi Epatica

(HL). Si trattava quindi di un singolare
“difetto combinato” che non risultava es-
sere dovuto a mutazioni dei geni LPL e
HL né a riduzione dei rispettivi mRNA.
Cio suggeriva il coinvolgimento di qual-
che “fattore” capace di controllare I’atti-
vita di LPL e HL a livello post-trascrizio-
nale. Questo fattore (denominato Lipase
Maturation Factor 1, LMF1) e stato iden-
tificato e la sua attivita biologica ¢ stata
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caratterizzata. LMF1 e una proteina in-
tracellulare inserita nella membrana del
reticolo endoplasmatico, che possiede
5 domini transmembrana, un dominio
N-terminale citoplasmatico ed un domi-
nio C-terminale che protrude nel lume
del reticolo endoplasmatico (Figura 3)
(8). Indicazioni sulla sua funzione sono
derivate dall’osservazione che la sua as-
senza ha impatto solo su quelle Lipasi che
agiscono come omodimero, quali LPL e
la HL. Cio ha suggerito che LMF1 fosse
un fattore facilitante la formazione degli
omodimeri e/o la loro stabilizzazione

nel processo di secrezione delle Lipasi
dal tessuto adiposo/muscolare cardiaco
o scheletrico (nel caso della LPL) e tes-
suto epatico (nel caso della HL). Quindi
LMF1 puo essere considerato “un fattore
cruciale” per consentire alla LPL di man-
tenersi nella sua configurazione biologi-
camente attiva (quella omodimerica) nel
transito dalla sua sede di produzione fino
alla sua destinazione finale sulla superfi-
cie endoluminale delle cellule endoteliali.
In assenza di LMF1 il dimero non si for-
ma o, se si forma, € fortemente instabile,
provocando la successiva aggregazione

LIPASE MATURATION FACTOR 1 (LMF1)

NH2 i

Citoplasma

Membrana del RE

72 128 221 293 388 Lume del RE
CNX
(calnexin)
° ° 367 COOH
I Tyr439Term Trp464Term
t
Dominio interagente con le  Dominio di maturazione delle Lipasi
Lipasi (“folding” completo del (formazione dell’omodimero)
monomero)

N-term 1

“fold!nlg” /// // f :

parziale LMF1 /x /L !

( Maturatione ( ‘/. RE i

C-term 1

LPL monomero LPL “head-to-tail” ’

inattivo omodimero attivo

Figura 3 - Rappresentazione della struttura e funzione della proteina LMF1 (Lipase Maturation Factor 1).
LMF1 ¢ un proteina intracellulare ancorata alle membrane del reticolo endoplasmatico (RE). Lestremita
N-terminale si trova nel citoplasma mentre quella C-terminale si proietta nel lume del RE. LMF1 interviene
potenziando I'azione della calnexina (CNX) nel determinare I'avvolgimento (folding) del monomero di LPL,
facilitando la formazione dell'omodimero di LPL e garantendone la stabilizzazione durante il suo transito nel
lume del reticolo endoplasmatico fino alla secrezione nello spazio extracellulare. Nella figura viene eviden-
ziato il dominio della proteina LMF1 che interagisce con la LPL determinandone il “folding” completo (se-
condo “loop” nel lume RE) ed il dominio C-terminale che provvede alla formazione dell’omodimero.
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dei monomeri in sovrastrutture pitt gran-
di (polimeriche) non funzionali e destina-
te ad una rapida degradazione (8-10).

GPIHBPI: La piattaforma
molecolare della cascata lipolitica
sulla superficie endoteliale

Nel 2007 la proteina GPIHBP1 (Gly-
cosylphosphatidylinositol-anchored high
density lipoprotein-binding protein-1) era
nota come una proteina ancorata all’endo-
telio (GPI —anchored) capace di legare le
HDL. Quale fosse il suo ruolo nel meta-

bolismo lipoproteico (in modo specifico
delle HDL) era del tutto ignoto. Il suo
rapporto con il metabolismo dei triglice-
ridi &€ emerso dallo studio di topi in cui il
gene codificante questa proteina era stato
inattivato (topi GpihbpI-/-). Tali topi pre-
sentavano un marcata ipertrigliceridemia
(con livelli di trigliceridi compresi tra
3.000 a 5.000 mg/dl) che si accentuava a
seguito della somministrazione di una die-
ta ricca in lipidi (Western Type of Diet).
La localizzazione endoteliale di GPIHBP1
ha suggerito che questa proteina fosse, in
qualche modo, coinvolta nella cascata li-

GPIHBP1 (proteina matura)
20

63

148

T
LUl Udd

Dominio N-terminale ricco di aminoacidi con carica
negativa (14 Glu e 7 Asp): legame della LPL

Dominio Ly6 contenente 10 Cys (in posizione 65, 68,
77, 83, 89, 110, 114, 130, 131, 136): legame della LPL

Dominio GPI (Glicosil-fosfatidil-inositolo): ancoraggio
alla membrana plasmatica delle cellule endoteliali

Membrana plasmatica

Figura 4 - Struttura monometrica della proteina GPIHBP1, che come omodimero (Figura 2) costituisce la
piattaforma molecolare sull’endotelio che permette il processo di lipolisi. GPIHBP1 ¢ ancorata alla membra-
na plasmatica, contiene un dominio ricco in cisteine (indicato in verde e denominato Ly6) ed un dominio
N-terminale con carica negativa (dovuta ad un elevato numero di residui di acido glutammico ed acido
aspartico). Il dominio Ly6 ed il dominio N-terminale sono coinvolti nel legame con la Lipasi Lipoproteica
(LPL). La proteina nascente subisce il distacco della porzione C-terminale (amino acidi 154-184) ad opera di
una transamidasi e la sostituzione di tale porzione con una molecola di Glicosil-fosfatidil-inositolo che anco-

ra la proteina alla membrana plasmatica.
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politica mediata dalla LPL. L'osservazione 2)un dominio definito Ly6 (dominio

che GPIHBP1 legava avidamente la LPL comune ad una famiglia di proteine
in vitro ha suggerito l'idea che questa chiamante “Lymphocyte antigen 6 pro-
proteina, ancorata all’endotelio, servisse teins”), comprendente circa 80 amino-
come piattaforma molecolare consenten- acidi e contenente 10 cisteine. Queste
do la multipla interazione della LPL con cisteine, attraverso la formazione di
il substrato (T'Gr-Lps) e con i suoi attiva- una serie di ponti disolfuro, generano
tori/facilitatori (Apo C-II ed Apo A-V). Gli una struttura ripiegata che ripropone
studi biochimici hanno dimostrato che un’immagine di tre dita (three fingered

GPIHBP1 umana € una proteina di 184 structure);
amino acidi che possiede diversi domini 3) un dominio GPI (Glycosyl Phosphatidyl

molecolari ben distinti quali: Inositol) nella regione C-terminale
1)una sequenza di aminoacidi -cari- (Figura 4).
chi negativamente alla sua estremita La sequenza di aminoacidi con carica
N-terminale; negativa e la sequenza Ly6 conferisco-

Lume capillare
Cellule endoteliali

GPIHBP1 Subendotelio

Cellule parenchimali

Figura 5 - Funzioni della proteina GPIHBP1. Interagendo con il dimero di Lipasi Lipoproteica (LPL), la
proteina GPIHBP1 traferisce la LPL (secreta dalle cellule parenchimali, quali miociti e adipociti) dallo spazio
sotto-endoteliale alla superficie endo-luminale dell’endotelio. Su questa superfice GPIHBP1 assume il ruolo
di piattaforma molecolare consentendo l'interazione fra i vari componenti della cascata lipolitica come illu-
strato nella Figura 2.
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no alla molecola la proprieta di legare la
LPL, mentre il dominio GPI é cruciale per
garantire I'ancoraggio della molecola alla
membrana plasmatica delle cellule endo-
teliali (11, 12). Gli studi successivi hanno
dimostrato che i topi Gpikbpl-/- hanno
normali livelli di LPL tessutale, ma essa
non ¢ posizionata in modo corretto sulla
superficie endoteliale, quindi non é nelle
condizioni di interagire con il substrato
(TGr-Lps) e gli attivatori.

Questa mancata localizzazione della
LPL sull’endotelio ¢ dovuta al fatto che
GPIHBP1 ¢ un fattore necessario per tra-
sportare la LPL dalla regione sotto-endo-
teliale alla sua destinazione finale sulla su-
perficie endoluminale (Figura 5). Questa
azione di trasporto operata da GPIHBP1
¢ stata dimostrata sia in vitro che in vivo.
In particolare nei topi Gpikbpl-/- non si
osserva LPL localizzata sulla superficie
endoluminale dell’endotelio, mentre essa
¢ ben visibile alla periferia delle cellule
parenchimali (miociti e adipociti), presen-
ti nella regione sotto endoteliale e respon-

sabili della produzione e secrezione della
LPL (11, 12).

Inibitori della Cascata Lipolytica:
il caso della Apolipoproteina C-IlI

La ApoC-III &€ un singolo peptide di
79 aminoacidi, sintetizzato dal fegato e
dall'intestino, la cui concentrazione pla-
smatica in individui normolipidemici e ~10
mg/dl mentre in soggetti con ipertriglice-
ridemia puo raggiungere anche 30 mg/
dl. La ApoC-III € una componente protei-
ca di chilomicroni, VLDL ed HDL con la
possibilita di scambiarsi fra queste classi
di lipoproteine. Fino dagli anni 70 I’Apo
C-III e stata associata al metabolismo dei
trigliceridi, a seguito della dimostrazione
che questa proteina inibiva 'attivita LPL
in vitro ed i livelli plasmatici di ApoC-III

erano correlati con i livelli di trigliceridi
(13, 14). Tuttavia l'inibizione della LPL
non era l'unico meccanismo attraverso
il quale ’ApoC-III influenzava il metabo-
lismo dei trigliceridi. Infatti 'ApoC-III si
e rivelata stimolare I'assemblaggio e se-
crezione delle VLDL da parte del fegato
cosi come rallentare la clearance epatica
recettore-mediata delle lipoproteine “rem-
nants” (13-15). Un’importante dimostra-
zione del ruolo dell’ApoC-III nella regola-
zione dei livelli plasmatici dei trigliceridi
e emersa dallo studio di individui eterozi-
goti per una mutazione del gene APOC3
che induce la formazione di un’ApoC-III
tronca di soli 18 aminoacidi (Argl9Term)
completamente inattiva.

I portatori eterozigoti di questa muta-
zione hanno livelli plasmatici di trigliceri-
di ridotti del 50% rispetto ai soggetti non
portatori, sia in condizioni di digiuno che
nella fase post-prandiale (16). Un fenome-
no analogo si osserva nei topi knock out
(ApoC3 -/-) nei quali i livelli di trigliceridi
a digiuno sono ridotti del 70% e la ipertri-
gliceridemia post-prandiale € praticamen-
te abolita. In questi animali la clearance
dei chilomicroni € pit rapida rispetto agli
animali di controllo, a suggerire un’effi-
ciente cascata lipolitica intravascolare ed
una rapida rimozione dei chilomicroni re-
sidui (17). Recentemente € stato dimostra-
to che ’Apo C-III, quando presente sulla
superficie delle TGr-Lps, previene il lega-
me LPL e TGs all'interfaccia fase lipidica/
fase acquosa. Questa proprieta € conferita
da una sequenza di aminoacidi idrofobici
presenti nella parte centrale dell’ApoC-II1.
Inoltre 'aggiunta di Apo-CIII a particelle
ricche in trigliceridi destabilizza l'inte-
razione LPL- TGs, rendendo la LPL piu
suscettibile alla inattivazione irreversibile
da parte di alcuni inibitori come la angio-
poietin-like protein 4 (ANGPTLA) (vedi
oltre) (18).
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Inibitori della Cascata Lipolitica:
il caso di alcune proteine

della famiglia delle proteine
"Angiopoietin-like”

Studi condotti nell’'ultima decade hanno
evidenziato il ruolo inibitorio sulla “casca-
ta lipolitica intravascolare” di alcune gli-
coproteine plasmatiche appartenenti alla
famiglia delle proteine “angiopoietin-like”
(ANGPTLs). Questa famiglia € costitu-
ita da 8 membri, 7 dei quali presentano
analogie strutturali con le angiopoietine
“propriamente dette” (come le angiopoie-
tine 1 e 2), ma hanno un modesto o tra-
scurabile effetto di induzione dell’angio-

genesi. Tre membri di questa famiglia e
precisamente: la angiopoietin-like protein
3 (ANGPTL-3), l'angiopoietin like pro-
tein-4 (ANGPTL4) e T'angiopoietin-like
protein 8 (ANGPTL-8) (anche denomina-
ta Lipasin o Betatrofin) rivestono un ruo-
lo importante nel metabolismo lipidico,
in particolare nel metabolismo dei trigli-
ceridi (19-23). Queste tre molecole infatti
esercitano un’inibizione non competitiva
sulla Lipasi Lipoproteica. La ANGPTL-3 ¢
una glicoproteina di 460 aminoacidi secre-
ta dal fegato e presente nel plasma a con-
centrazioni comprese fra 50-800 ng/ml.
La ANGPTILA4 ¢ una glicoproteina di 406
aminoacidi, prodotta da diversi tessuti fra

ANGPTL-3

1
ANGPTL-4

1
ANGPTL-8

-lI

Peptide segnale

Sito di legame alla LPL

Dominio “Coiled-coil”

Dominio “Fibrinogen-like”

Sito di taglio proteolitico

198

! 460

406

Figura 6 - Struttura di alcuni membri della famiglia delle proteine “angiopoietino-simili” (angiopoietin-like,
ANGPTL). La ANGPTL-3 ed la ANGPTL-4 hanno una struttura simile in cui sono riconoscibili quattro do-
mini. Entrambe subiscono un clivaggio proteolitico (indicato dalla linea verticale tratteggiata), che libera il
dominio N-terminale nel quale risiede il sito di legame per la Lipasi Lipoproteica (LPL). La ANGPTL-8 ¢ una
proteina piti corta, che corrisponde alla meta amino-terminale di ANGPTL-3 e ANGPTL4. Anche la ANGPTL-8
possiede il dominio di legame per la Lipasi Lipoproteica.
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i quali fegato, intestino, tessuto adiposo e

muscolo cardiaco, e presente nel plasma

a concentrazioni molto basse (4-200 ng/

ml). ANGPTL-3 ed ANGPTL-4 hanno una

struttura simile costituita da tre principali

regioni:

1) un dominio N-terminale che contiene la
sequenza di legame con la LPL;

2) un dominio intermedio che é bersaglio
del taglio proteolitico indotto da diverse
proteasi;

3) un dominio C-terminale denominato “fi-
brinogen-like” che avrebbe un “debole”
effetto angiogenetico (Figura 6).
Entrambe le molecole subiscono, sia

a livello cellulare, prima della loro secre-

zione, sia nella circolazione sanguigna,
un taglio proteolitico che si traduce nella
liberazione del frammento corrisponden-
te alla meta N-terminale della molecola.
Questo frammento ha grande affinita per
la LPL e possiede un maggiore effetto
inibitorio sulla LPL rispetto alla molecola
intera. Il meccanismo di inibizione della
LPL da parte di ANGPTL3 non € univo-
co. Da un lato ANGPTL-3 si legherebbe
al dimero di LPL, bloccandone l'azione
catalitica in modo reversibile. Dall’altro
lato ANGPTL-3, interagendo con la LPL,
ne favorirebbe la degradazione da parte
di enzimi proteolitici presenti nel sangue
(Figura 7). La ANGPTL4 sembra agire

ANGPTL-3

ANGPTL-4

Inibizione reversibile dell’attivita LPL

NG
L

irreversibile conversione
a monomeri inattivi

Figura 7 - Meccanismo di inattivazione della Lipasi Lipoproteica (LPL) da parte di ANGPTL-3 ed
ANGPTL-4. La ANGPTL-3 sembra agire in due modi: i) inducendo un’inibizione diretta reversibile della
LPL oii) rendendo la LPL pit1 suscettibile alla degradazione enzimatica da parte di alcune proteasi (PACE4
e Furina) circolanti nel plasma. La ANGPTL-4 induce una disgregazione irreversibile dei dimeri di LPL,

con la formazione di monomeri inattivi.
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direttamente sui dimeri di LPL, provo-
candone la loro irreversibile conversione
in monomeri inattivi (19-21) (Figura 7).
Questa azione inibitrice € pili marcata nei
confronti di dimeri di LPL cosiddetti “libe-
ri”, cioe quelli non ancora “inglobati” nella
piattaforma molecolare rappresentata da
GPIHBP1 e che non hanno legato chilomi-
croni e/o VLDL. Infatti sia GPIHBP1 (11,
12) che le lipoproteine ricche in trigliceri-
di (22) hanno un effetto “stabilizzante” nei
confronti dei dimeri di LPL, opponendosi
quindi non solo all’azione disgregatrice
della ANGPTL-4 ma anche all'interazione
con ANGPTL-3.

La ANGPTL-8 é una glicoproteina di
198 aminoacidi (prodotta prevalente-
mente dal fegato ed, in misura minore,
dal tessuto adiposo) che condivide con
ANGPTL-3 ed ANGPTILA4 I'estremita ami-
no-terminale responsabile del legame con
la LPL (Figura 6). LANGPTL-8 ha quin-
di una struttura “atipica” rispetto le altre
ANGPTLs; tuttavia essa manifesta un ef-
fetto inibitorio sulla LPL analogo a quello
di ANGPTL-3 ed ANGPTL-4. ANGPTL-8
ed ANGPTL-3, entrambe di origine epati-
ca, agirebbero di concerto nel processo di
inibizione della LPL (22-25, 26).

Disordini monogenici della cascata
lipolitica intravascolare

La pitt convincente dimostrazione del
ruolo funzionale dei vecchi e dei nuovi
protagonisti della “cascata lipolitica intra-
vascolare” € fornita dalle alterazioni del
metabolismo dei trigliceridi che si verifi-
cano nella condizione di assente o ridotta
attivita di queste molecole, dovute a mu-
tazioni dei geni corrispondenti. Mutazioni
nei geni candidati (LPL, APOC2, APOAS5,
GPIHBPI e LMF1) che portano alle per-
dita di funzione delle proteine corrispon-
denti, sono associate ad una ipertriglice-

ridemia severa (livello di TG nel plasma
superiore 10 mmol/l), con accumulo di
chilomicroni a digiuno, condizione nota
anche come chilomicronemia familiare
(anche se il termine piu appropriato sa-
rebbe chilomicronemia primitiva). Si trat-
ta un disordine a trasmissione recessiva
dovuto alla presenza di due alleli mutati
di uno dei geni candidati (in condizione
di omozigosi o di eterozigosi composta)
(27). In circa 95% dei casi, la chilomicro-
nemia primitiva € dovuta a mutazioni del
gene LPL (27). Le mutazioni della LPL de-
scritte fino ad ora sono piu di 150; nella
maggior parte di casi si tratta di mutazio-
ni che determinano una sostituzione di un
singolo aminoacido nella sequenza della
proteina (28).

Queste mutazioni possono abolire com-
pletamente o ridurre in varia misura l'atti-
vita enzimatica (con variabile attivita en-
zimatica residua) ovvero, piu raramente,
interferire con la capacita della LPL di in-
teragire con altri componenti della “casca-
ta lipolitica”, come GPIHBP1 (vedi oltre).
Sono state anche descritte mutazioni che
producono forme troncate di LPL comple-
tamente prive di funzione (28). E oppor-
tuno sottolineare che una ipertrigliceride-
mia di vario grado (anche severa) si puo
osservare in soggetti portatori di un solo
allele mutato del gene LPL (condizione di
eterozigosi), particolarmente in concomi-
tanza di condizioni fisiologiche particolari
(es. gravidanza), condizioni patologiche
(obesita, diabete) o particolari stili di vita
(consumo di alcool) che si associano “di
per se” ad aumento dei trigliceridi plasma-
tici (2, 29, 30).

Anche nel caso dei geni APOC2 ed
APOAS5 sono state descritte diverse muta-
zioni (17 nel caso di APOC2 e piu di 30 nel
caso di APOA5) (3, 4, 28, 30-38). Nel caso
di mutazioni del gene APOAS5 le forme pit
precoci e severe di chilomicronemia sono
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state documentate nei portatori di muta-
zioni che si traducono nella formazione di
proteine tronche, completamente inattive
(30, 31-37).

Recentemente sono state segnalate mu-
tazioni del gene GPIHBP1 che possono
indurre sostituzioni di singoli aminoacidi
nella sequenza della proteina o determi-
narne l'assenza (11, 39-45). Leffetto bio-
logico delle sostituzioni di singoli amino-
acidi varia a seconda della localizzazione
degli stessi nella sequenza della proteina.
Per esempio le sostituzioni localizzate nel-
la regione N-terminale aboliscono la capa-
cita di GPIHBP1 di legare la LPL; quel-
le localizzate nella regione C-terminale
sembrano interferire con 'ancoraggio di
GPIHBP1 alla membrana delle cellule en-
doteliali. Nel contempo sono state identi-
ficate alcune rare mutazioni che inducono
sostituzione di singoli aminoacidi nella
sequenza dell’LPL, che non hanno alcun
effetto sull’attivita catalitica dell’enzima,
ma aboliscono la sua capacita di legarsi ad
GPIHBP1 (46).

Due sole mutazioni di LMF1 sono sta-
te descritte fino ad ora in individui con
chilomicronemia primitiva (9, 10). Esse
portano alla formazione di proteine tron-
che che sono prive di parte della regione
C-terminale di LMF1 che protrude nel
lume del reticolo endoplasmatico (Figura
3) e che siritiene avere un ruolo nell’inte-
razione con il dimero di LPL, favorendone
la stabilizzazione.

Anche sul versante degli inibitori del-
la “cascata lipolitica intravascolare”,
mutazioni dei geni candidati APOC3 ed
ANGPTL-3 che determinano perdita di
funzione delle corrispondenti proteine,
sono associate ad un” iperattivazione” del-
la LPL, che si traduce un una condizione
di pit1 0 meno marcata ipotrigliceridemia a
digiuno ed in un ridotto incremento della
trigliceridemia nella fase post-prandiale.

Questo ¢ il caso dei portatori eterozigoti
della mutazione Argl9Term di ApoC-III
(vedi sopra) e nei portatori di mutazioni
della ANGPTL-3 (particolarmente in indi-
vidui omozigoti o eterozigoti composti per
mutazioni che producono forme troncate
inattive della proteina) (47-52). Infine ri-
dotti livelli plasmatici di trigliceridi sono
stati osservati in individui eterozigoti
portatori di singole sostituzioni aminoaci-
diche (Glu40Lys o Thr266Met) nella se-
quenza della ANGPTLA4, che si ritiene ri-
ducano la funzione inibitoria di ANGPTILA4
nei confronti della LPL (53, 54).

Conclusioni

Le ricerche svolte in questa ultima
decade hanno dimostrato che la “casca-
ta lipolitica intravascolare” o “l'idrolisi
intravascolare dei trigliceridi” contenuti
nei chilomicroni e nelle VLDL, € un pro-
cesso articolato che coinvolge, accanto
alla LPL ed al suo classico attivatore Apo
C-I1, una serie di nuove molecole. Alcune
di queste molecole sono circolanti nel pla-
sma o in forma libera, come ANGPTL-3,
ANGPTILA4 e ANGPTL8, o legate alle li-
poproteine, come Apo A-V.

Altre molecole sono componenti strut-
turali di cellule che producono e secerno-
no LPL (come nel caso LMF1 nei miociti)
o di cellule che “sostengono” la cascata
lipolitica nel suo svolgimento” (come nel
caso di GPIHBP1 nelle cellule endote-
liali). II ruolo funzionale di questi nuovi
fattori nell'uomo € dimostrato dall'identi-
ficazione di individui portatori di mutazio-
ni con perdita di funzione di qualcuno di
questi fattori.

Questi individui presentano livelli mol-
to elevati o, viceversa, livelli molto ridotti
di trigliceridi a seconda che la perdita di
funzione coinvolga fattori “promuoventi”
o “inibenti” la “cascata lipolitica”.
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Glossario

LPL: Lipasi Lipoproteica, enzima chiave della ca-
scata lipolitica intravascolare

Apo C-II: Apolipoproteina C-II, attivatore della
LPL

Apo A-V: Apolipoproteina A-V, attivatore della LPL

GPHIBP1: Glycosylphosphatidylinositol-ancho-
red high density lipoprotein-binding protein-1,
piattaforma molecolare si cui si svolge la cascata
lipolitica mediata dalla LPL

LMF1: Fattore di maturazione della LPL che man-
tiene la LPL in forma omodimerica durante I'as-
senblaggio e la secrezione della LPL dai miociti
e adipociti

Apo C-III: Apolipoproteina C-III, inibitore della
LPL

ANGPTL-3: Angiopoietin like protein-3, proteina
secreta dal fegato che agisce come inibitore della
LPL

ANGPTL-4: Angiopoietin like protein-4, proteina
secreta da vari tessuti che agisce come inibitore
della LPL

ANGPTL-8: Angiopoietin like protein-8, proteina
secreta dal fegato che agisce come inibitore della
LPL. Prende il nome anche di Lipasin o Betatrofin
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