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FISIOPATOLOGIA DELLA SINTESI
DELLE LIPOPROTEINE INTESTINALUI

The pathophysiology of intestinal

lipoprotein production
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SUMMARY

Intestinal lipoprotein production is a multistep process, essential for the absorption of dietary fats and
fat-soluble vitamins. Chylomicron assembly begins in the endoplasmic reticulum with the formation
of primordial, phospholipids-rich particles that are then transported to the Golgi for secretion. Several
classes of transporters play a role in the selective uptake and/or export of lipids through the villus
enterocytes. Once secreted in the lymph stream, triglyceride-rich lipoproteins (TRLs) are metabolized
by Lipoprotein lipase (LPL), which catalyzes the hydrolysis of triacylglycerols of very low density
lipoproteins (VLDLs) and chylomicrons, thereby delivering free fatty acids to various tissues. Genetic
mutations in the genes codifying for these proteins are responsible of different inherited disorders

affecting chylomicron metabolism.

This review focuses on the molecular pathways that modulate the uptake and the transport of lipopro-
teins of intestinal origin and it will highlight recent findings on TRLs assembly.

Keywords: chylomicron, triglyceride-rich lipoproteins, assembly, secretion, inherited disorders.

Introduzione

I grassi di origine alimentare vengono
assorbiti dagli enterociti del piccolo inte-
stino ed assemblati nei chilomicroni. I chi-
lomicroni (CM) sono lipoproteine ricche
in trigliceridi (LRT) costituiti da un nucleo
(core) lipidico e uno strato periferico co-
stituito da fosfolipidi (6-12%), colesterolo
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libero (1-3%) e apolipoproteine (1-2%) e
giocano un ruolo essenziale nel trasporto
dei trigliceridi e delle vitamine liposolubili
(1). Gli epatociti, a loro volta, sintetizzano
e secernono particelle ricche in triglice-
ridi sotto forma di lipoproteine a densita
molto bassa (VLDL) (1). Sia i CM che le
VLDL sono idrolizzate nel torrente circo-
latorio principalmente dalla lipasi lipopro-
teica (LPL) e convertiti in “remnants” dei
CM e lipoproteine a bassa densita (LDL).
In questo articolo focalizzeremo la nostra
attenzione sui meccanismi fisiopatologici,
le vie metaboliche e i geni che modulano
I'assorbimento ed il trasporto delle lipo-
proteine di origine intestinale. Verranno
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inizialmente descritte le tappe relative alla
sintesi e alla maturazione delle particelle
lipoproteiche di origine intestinale e i pro-
cessi relativi alla loro secrezione in circolo.
Cercheremo inoltre di riassumere le cono-
scenze sul destino extra-intestinale, sui di-
sordini ereditari del metabolismo dei CM
e infine su alcune recenti evidenze sull’as-
semblaggio delle LRT.

Assorbimento dei lipidi intestinali:
inquadramento generale

I dati di numerosi studi condotti sia in
modelli animali che nell'uomo indicano
che il piccolo intestino non solo € coinvol-
to nell’assorbimento dei lipidi provenien-
ti dalla dieta, ma opera attivamente nella
regolazione dei meccanismi di sintesi e
secrezione dei CM (2-5). Il processo di as-
sorbimento dei lipidi alimentari ¢ tradizio-
nalmente diviso in tre parti:

a) assorbimento all'interno degli enterociti;
b) processazione intracellulare;
¢) trasporto in circolo (2, 4, 6).

La lipasi pancreatica favorisce la prima
tappa tramite 'idrolisi dei grassi alimenta-
ri, costituiti per la maggior parte da tria-
cilgliceroli (TAG), nel lume del piccolo
intestino. Gli acidi grassi (AG) e il sn-2-mo-
noacilglicerolo (MAG) sono i prodotti fina-
li di questa degradazione enzimatica (2).

Il trasporto dei prodotti finali dell'idroli-
si attraverso la membrana apicale dell’or-
letto a spazzola degli enterociti € mediato
da CD 36 (cluster determinant 36) (3). Gli
AG si legano quindi alle proteine leganti
gli acidi grassi (FABPs) e vengono indiriz-
zati ai compartimenti microsomiali per la
ri-esterificazione in trigliceridi (4).

Lalipogenesi de-novo rappresenta un’al-
tra fonte di trigliceridi da utilizzare per la
lipidazione e questo processo € ormono-
dipendente (4). L’assemblaggio dei CM

€ un processo complesso che necessita
dell’attivita della proteina di trasferimento
microsomiale dei trigliceridi (MTP) che
permette l'assemblaggio cotraslazionale
di apoB-48 all'interno di una particella pri-
mordiale, densa, ricca di fosfolipidi (pre-
chilomicrone) (7-9).

Successivamente, i pre-chilomicroni
sono inclusi all'interno di una speciale ve-
scicola di trasporto (PCTV), che origina
per vescicolazione dalla membrana del re-
ticolo endoplasmico (RE) e trasportata al
Golgi (7, 9). Una volta all'interno dell’ap-
parato di Golgi numerosi chilomicroni si
fondono all'interno di un’altra vescicola di
trasporto e sono indirizzati verso la mem-
brana baso-laterale per la secrezione in cir-
colo (5, 10). Sono stati proposti due diversi
modelli per 'assemblaggio dei CM (5, 9).
Secondo Hussain, 'assemblaggio di picco-
le particelle di CM nascenti povere in lipidi
e di CM di maggiori dimensioni ricchi in
trigliceridi, procede attraverso differenti
vie metaboliche (9). In alternativa, il co-
siddetto modello di “espansione del core”,
propone che i chilomicroni nascenti e goc-
ciole lipidiche ricche in trigliceridi di di-
verse dimensioni confluiscano per forma-
re lipoproteine di grandezza eterogenea
(5). Nel seguente paragrafo focalizzeremo
la nostra attenzione sui recenti progressi
nella comprensione del processo di assem-
blaggio intestinale e trasporto dei CM.

Principali vie metaboliche € geni
coinvolti nel metabolismo
dei chilomicroni

Gli enterociti del piccolo intestino assor-
bono colesterolo e AG sia tramite diffusio-
ne passiva che per trasporto attivo media-
to da proteine (6).

Nel corso degli ultimi anni, € stato di-
mostrato che varie classi di trasportatori
di acidi grassi a lunga catena (AGLC) sono
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coinvolte nell’assorbimento selettivo e/o

nel trasporto dei lipidi alimentari verso

il dominio sub-apicale dei villi intestinali

(6). CD 36, identificato originariamente

come un recettore per lipoproteine a bassa

densita ossidate (LDL-Ox) (11), € una pro-

teina transmembrana glicosilata di 75-88

kDa, composta da 472 amminoacidi, che

mostra un’ampia specificita di legame per
gli AGLC, varie lipoproteine, proteine gli-
cosilate, trombospondina-1 e altre moleco-
le (12). CD 36 € espressa ubiquitariamente
ed i principali siti di sintesi sono muscolo
cardiaco, muscolo scheletrico, tessuto adi-
poso, intestino (3) e endotelio dei capillari

(13). Diversi studi iz vitro ed in vivo han-

no dimostrato che CD 36 facilita 'assorbi-

mento tissutale di AGLC (14-15) e gioca un
ruolo di rilievo nella patogenesi di alcuni

disordini metabolici e dell’aterogenesi (3,

16-19). L'uptake di AG sia nell'intestino

che nel fegato € inoltre mediato da protei-

ne che legano gli acidi grassi (Fatty acid
binding proteins - FABPs). FABPs sono
piccole proteine citosoliche (14 kDa) che
appartengono ad una famiglia multigeni-
ca espressa sia nell'intestino (Intestinal-

FABP, I-FABP o FABP2) che nel fegato

(Liver-FABP, LFABP or FABP1) (3, 20).
Lassemblaggio delle lipoproteine inte-

stinali ricche in trigliceridi necessita della

cooperazione di due proteine, che agisco-
no simultaneamente perché questo pro-
cesso possa essere completato:

a) l'apolipoproteina B (apoB), che svolge
il ruolo di accettore di lipidi neutri;

b) la proteina di trasferimento microso-
miale di trigliceridi (MTP) (21).
L’ApoB € un componente strutturale es-

senziale della superficie delle lipoproteine

e le LRT non possono essere assembla-

te in assenza di apoB. Nell'uomo, le LRT

sono assemblate nel fegato e nell'intestino

in modo tessuto-specifico; nel fegato 1'a-

poB matura (apoB-100) e assemblata nelle

VLDL (22) mentre negli enterociti un mec-
canismo di editing post trascrizionale del-
I'mRNA di apoB consente la traduzione di
una proteina lunga il 48% dell’apoB matura
(apoB-48) (22) che é utilizzata per 'assem-
blaggio dei CM (9).

I CM sono piu grandi delle VLDL di
origine epatica ma entrambe le particelle
contengono oltre all’apoB altre apolipopro-
teine di dimensione piu piccole (apoA-],
apoA-IV e apoC-III). Queste apolipoprotei-
ne rivestono un ruolo importante ma non
essenziale come quello dell’apoB per l'as-
semblaggio delle VLDL e dei chilomicroni
9, 23).

L’ApoB nascente ¢ traslocata attraverso
la membrana del RE dove MTP interagi-
sce con il suo dominio N-terminale (24).

Questa interazione promuove il trasfe-
rimento di lipidi dalla membrana del RE
all'apoB nascente, consentendo la forma-
zione di una particella lipoproteica primor-
diale (24).

Quando la disponibilita di lipidi & limitata
oppure la funzione di MTP € compromes-
sa, I'apoB nascente non e correttamente
ripiegata e subisce un processo di ubiqui-
tinazione sia all'interno che all’esterno del
RE e viene indirizzata per essere degrada-
ta attraverso la via proteasomale (24, 25).

La fusione della particella lipoproteica
nascente con le gocciole lipidiche ricche
in TG provenienti dal REL consentono la
formazione di particelle dette prechilo-
microni (2). I prechilomicroni vengono
successivamente arricchiti di proteine di
trasporto vescicolare, che includono le
“coatomer proteins II” (COPII) che per-
mettono la loro inclusione in una vescicola
della membrana del RE che ha la capacita
di fondersi con le membrane dell’apparato
di Golgi (2, 9).

Le proteine del complesso COPII svol-
gono un ruolo cruciale nel trasporto del-
le LRT dal RE al Golgi (26, 27). Sarlb,
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appartenente alla famiglia Sarl/Arf di
piccole GTPasi, ¢ una delle proteine es-
senziali dell’apparato COPII, e consente il
corretto assemblaggio del complesso ve-
scicolare con il Golgi (28). Mutazioni nel
gene SAR1B, che codifica per Sarlb, sono
responsabili della malattia da ritenzione di
chilomicroni (Chylomicron Retention Di-
sease - CMRD) un disordine genetico con
alterazione selettiva del trasporto dei pre-
chilomicroni attraverso la via secretoria
(29, 30). Ne deriva che i prechilomicroni
correttamente formati si accumulano in
vescicole all'interno degli enterociti.

Particolare interesse riveste 'osserva-
zione che mutazioni del gene SAR1B non
si associano ad alterazioni dell’assemblag-
gio e della secrezione delle VLDL di ori-
gine epatica (28, 31). Questa osservazione
necessita di ulteriori studi per compren-
dere meglio i meccanismi che regolano
I'assemblaggio e la secrezione dei lipidi
intestinali.

Biogenesi dei chilomicroni:

un processo a tappe multiple
Formazione dei chilomicroni nel
lume del reticolo endoplasmatico

I CM sono sintetizzati attraverso un pro-
cesso a tappe multiple che inizia nel retico-
lo endoplasmatico (Figura I).

La prima tappa prevede la formazione
di una particella ad elevata densita che
contiene apoB-48, fosfolipidi, apoA-IV, co-
lesterolo e piccole quantita di TAG detta
chilomicrone nascente; questo chilomicro-
ne nascente si arricchisce successivamen-
te ad esteri di colesterolo e TAG e viene
trasferita al Golgi (pre-chilomicrone) (2).

L’apoB-48 neo-sintetizzata interagisce
con MTP nel lume del reticolo endopla-
smico rugoso (RER). ApoB-48 puo avere
due destini:

a) formare complessi con particelle ricche

Membrana dell’orletto
a spazzola

RER

Enterocita

1-FARP

Figura | - Biogenesi dei chilomicroni.

La formazione dei chilomicroni avviene in un processo a due tappe all'inter-
no del lume del reticolo endoplasmatico (RE). Nella prima tappa, 'apolipo-
proteina B48 appena sintetizzata (in blu) €’ trasportata dalla proteina lumi-
nale, proteina di trasferimento microsomiale dei trigliceridi (MTP, in porpo-
ra) all'interno del reticolo endoplasmatico rugoso (RER). L'apoB segue poi
due destini: puo formare complessi stabili con le particelle dense (PD, in
arancione) che contengono principalmente fosfolipidi, colesterolo e piccole
quantita di triacilglicerolo (sopra) oppure é rapidamente degradata se man-
ca l'associazione con i lipidi (sotto). Nel reticolo endoplasmatico liscio
(REL), il triacilglicerolo e gli esteri del colesterolo (in giallo) sono traspor-
tati dal loro sito di sintesi sulla membrana del RE verso una particella che
si ingrandisce tramite MTP ed € incorporata all’apolipoproteina A-IV (apoA-
IV, in verde) per formare una particella di grandi dimensioni, che emerge
dal REL circondata da una membrana, risultante nella formazione della
vescicola di trasporto dei prechilomicroni (PCTV). Dopo la fusione con le
proteine di trasporto vescicolare, come COPII (in viola), i prechilomicroni
sono incorporati allinterno di un complesso vescicolare con cui trasloca e
si fonde nell’apparato di Golgi. Qui, giunge I'apoA-I in vescicole di trasporto
diverse da PCTV e aderisce ai chilomicroni per formare un chilomicrone
maturo contenente apoA-I, apoA-IV e apoB-48 (non mostrato). I chilomicro-
ni maturi fuoriescono dal complesso di Golgi in larghe vescicole di traspor-
to che si fondono con la membrana basolaterale e sono secrete.
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in lipidi costituite principalmente da fo-

sfolipidi, colesterolo e piccole quantita

di triacilglicerolo, oppure
b) essere rapidamente degradata se non

viene complessata con i lipidi. MTP

agisce trasportando triacilglicerolo

ed esteri di colesterolo dal loro sito di

sintesi sulla membrana del REL dove

vengono legati ad una particella di di-

mensioni crescenti stabilizzata da un

monostrato di fosfolipidi-colesterolo e

apoA-IV per formare una particella leg-

gera di grandi dimensioni (PL).

Questa particella si stacca dal REL cir-
condata da una membrana. Questo proces-
so di vescicolazione necessita di L-FABP,
ma non di proteine del sistema COPII, ed
e ATP dipendente (2). Le particelle ricche
di TAG che non contengono apoB-48 non
sono capaci di lasciare il RE, suggerendo
che la presenza di apoB-48 sulla superficie
della particella ricca di TAG ¢ il segnale
che il pre-chilomicrone é pronto per esse-
re esportato (2, 32).

Trasporto dei pre-chilomicroni
dal reticolo endoplasmatico

Una volta sintetizzati i pre-chilomicroni
lasciano il RE e sono indirizzati attraverso
la via secretoria per ulteriori trasformazio-
ni (Figura 1) (6).

I1 sistema di trasporto dei chilomicroni
differisce da quello delle proteine di nuova
sintesi. Infatti le particolari dimensioni dei
prechilomicroni richiedono un sistema di
trasporto idoneo; le PCTV sono di dimen-
sioni sufficientemente grandi per traspor-
tare i prechilomicroni e hanno la capacita
di fondersi con il ¢cis-Golgi (2).

Inoltre, le PCTV hanno caratteristiche
peculiari se paragonate alle altre vescicole
di trasporto in quanto contengono il recet-
tore proteico “v-soluble N-ethylmaleimide
sensitive factor attachment protein recep-

tor” (v-SNARE) e la proteina associata alla
membrana vescicolare 7 (VAMP-7) (2, 33-
35).1dati di molti studi suggeriscono che il
sistema COPII e capace di reclutare protei-
ne di trasporto all'interno delle vescicole,
deformare la membrana del RE e liberare
la vescicola che si origina per gemmazione
dalla membrana del RE per formare una
vescicola trasportatrice nascente. Questi
eventi si svolgono in specifiche regioni
del RE individuate da proteine secretorie
(Secl6 e Sec 23) (2). Le vescicole di tra-
sporto proteggono il loro “carico” delimi-
tando un compartimento non accessibile
alle proteasi citosoliche e contengono sul-
la loro superficie alcune informazioni che
permettono di essere guidate al cis-Golgi
(2). Il sistema delle COPII gioca un ruolo
fondamentale nel processo di gemmazio-
ne vescicolare e interviene indirizzando
correttamente i trasportatori provenienti
dal RE destinati alla secrezione attraverso
il complesso di Golgi (34).

Una menzione a parte merita il destino
dell’apolipoproteina A-I (ApoA-I), una del-
le apolipoproteine coinvolte nell’assem-
blaggio dei CM. Studi condotti su PCTV
intestinali hanno suggerito per ApoA-I un
potenziale meccanismo di secrezione indi-
pendente dai CM (2). Infatti la secrezione
di ApoA-I non ¢ associata a quella dei CM
(2) probabilmente perché le PCTV non
contengono apoA-I (33) e ’ApoA-I viene
trasportata dal RE al Golgi con una vesci-
cola diversa. Pertanto apoA-I raggiunge il
Golgi in vescicole di trasporto differenti
dalle PTCV (34).

All'interno del complesso di Golgi, I'a-
poA-I si lega al pre-chilomicrone per for-
mare un chilomicrone maturo contenente
apoA-I, apoA-IV e apoB-48 (2). I chilomi-
croni maturi lasciano il complesso di Golgi
in grandi vescicole trasportatrici che si le-
gano alla membrana basolaterale per esse-
re secreti (34).
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Figura 2 - Apo A-IV ed omeostasi glucidica.

ApoA-1V rappresenta un regolatore endogeno della secrezione insulinica e interagisce con altri fattori dell’asse
entero-insulare, tra cui il glucagon-like peptide-1 (GLP-1) e il glucagon-like peptide-2 (GLP-2), incretine intestinali
che modulano la secrezione insulinica in risposta all’assunzione di carboidrati e grassi. ApoA-IV ¢ regolata a livello
post-traduzionale da GLP-1 e agisce stimolando la secrezione insulinica e riducendo la disponibilita di apoB-48 e TG
per 'assemblaggio e la secrezione dei chilomicroni (CM). GLP-2 é secreta insieme a GLP-1, ma esibisce funzioni
opposte sull’assemblaggio e sulla secrezione dei CM ed in particolare stimola la secrezione di CM da parte degli

enterociti. Sia GLP-1 che GLP-2 sono rapidamente degradati dall’enzima dipeptidilpeptidasi (DPP-4).

Secrezione dei chilomicroni

La secrezione di CM in circolo dipen-
de dalla concentrazione di fosfatidilcolina
(FC) di origine alimentare presente nel
lume intestinale, dalla quantita di grassi
nella dieta, dall’espressione enterocitaria
di apoA-IV e dallo stato di idratazione della
mucosa (36). Una dieta ad alto contenuto
di grassi aumenta il trasporto di FC nella
bile e apoA-IV gioca un ruolo nell'induzio-
ne della secrezione di CM-TAG incremen-
tando principalmente le dimensioni dei
CM (37).

ApoA-IV é una proteina lipofila la cui

sintesi da parte degli enterociti € correla-
ta all’assorbimento di lipidi (38, 39) ed e
secreta nella linfa in associazione ai chilo-
microni primordiali (40); una quota signi-
ficativa di apoA-IV si dissocia dai CM in
seguito alla riduzione della loro superficie
secondaria all'idrolisi lipolitica, e viene tra-
sferita alle HDL e alle frazioni plasmatiche
prive di lipoproteine (41, 42).
Lespressione di ApoA-IV e regolata sia
dall’assorbimento intestinale di lipidi che
dalla secrezione dei CM (43, 44). Pertan-
to, i livelli apoA-IV circolanti dipendono
dalla sintesi e secrezione intestinale di lipi-
di. ApoA-IV contribuisce inoltre allo svol-
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gimento di diverse funzioni fisiologiche
come fattore antiossidante, antinflamma-
tori, anti-aterosclerotico (45, 46), media-
tore del trasporto inverso del colesterolo
(47) e regolatore del senso di sazieta (48).
Tutte queste importanti funzioni di apoA-
IV possono essere considerate ridondanti
a quelle di altre apolipoproteine che sono
contemporaneamente coinvolte in questi
processi (38, 39). I dati disponibili sugge-
riscono che ApoA-IV non interviene nella
stabilizzazione del complesso CM-TAG
e nell'assemblaggio dei TAG nei CM ma
svolge il suo ruolo nella secrezione e nei
successivi processi metabolici che si rea-
lizzano nel torrente circolatorio (48-50). 11
deficit di apoA-IV infatti ritarda la clearan-
ce dei CM (50).

Recentemente € stato evidenziato che
apoA-IV gioca un ruolo importante nella
regolazione dell’omeostasi glucidica at-
traverso la stimolazione della secrezione
di insulina e che il deficit di apoA-IV com-
promette significativamente I'omeostasi
glucidica e la clearance periferica di lipidi.
Topi ApoA-IV knock out (KO) mostrano
un deficit di secrezione insulinica ed una
alterata tolleranza al glucosio in confronto
agli animali wild-type, soprattutto quando
vengono alimentati con una dieta ad alto
contenuto di grassi (49). Linfusione di
ApoA-1V in topi ApoA-IV KO migliora la
tolleranza al glucosio e la secrezione insu-
linica (49). Un lavoro recente ha mostrato
che in pazienti sottoposti a by-pass gastri-
co, i livelli plasmatici di apoA-IV aumenta-
no dopo l'intervento chirurgico e correla-
no con un miglioramento della tolleranza
glucidica (50, 51). ApoA-IV sembra essere
un regolatore endogeno della secrezione
insulinica e interagisce strettamente con
altri fattori dell’asse entero-insulare.

ApoA-IV e regolata a livello post-tradu-
zionale dal glucagon-like peptide-1 (GLP-
1), un’incretina intestinale che modula la

secrezione insulinica in risposta all’assun-
zione di carboidrati e grassi (52). GLP-1
agisce stimolando la secrezione insulinica
e riducendo la disponibilita di apoB-48 e
TG per T'assemblaggio e la secrezione di
CM (52).

Inoltre la somministrazione di GLP-1
ricombinante in ratti diabetici inibisce la
secrezione di apoA-IV e I'assorbimento di
TG (53). Recenti evidenze hanno anche
enfatizzato un ruolo cruciale di un altro
peptide intestinale nell'omeostasi lipidi-
ca intestinale, il glucagon-like peptide-2
(GLP-2). (54-56). GLP-2 & secreto insieme
a GLP-1, ma mostra azioni opposte sull’as-
semblaggio e sulla secrezione dei CM ed
in particolare stimola la secrezione di CM
da parte degli enterociti (52, 55, 56) (Fi-
gura 2). Quando GLP-1 e GLP-2 vengono
somministrati simultaneamente endovena
in soggetti sani per un breve intervallo di
tempo (30 min) I'assorbimento di lipidi
aumenta, suggerendo un’azione predomi-
nante di GLP-2 (54). D’altro canto, quan-
do la co-somministrazione viene effettuata
per un intervallo di tempo prolungato (120
min), prevale I'azione di GLP-1 con con-
seguente riduzione dell’assemblaggio e
secrezione post-prandiale di CM (54). Da
notare che GLP-1 é rapidamente degrada-
to dall’enzima dipeptidilpeptidasi (DPP-4)
(54).

Nel complesso questi dati suggeriscono
che promuovere l'attivita di GLP-1, sia con
agonisti che con antagonisti del DPP-4,
potrebbe essere utile per la gestione del-
la dislipidemia secondaria a diabete e/o
condizioni di insulino-resistenza (52, 54,
57, 58). In alternativa, antagonizzare GLP-
2 potrebbe essere una buona strategia per
ridurre la secrezione post-prandiale di CM
(55). Questi dati giustificano ulteriori ri-
cerche sul ruolo di apoA-1IV, GLP-1 e GLP-
2 come modulatori dell'omeostasi glucidi-
ca e lipidica.
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Figura 3 - Piattaforma molecolare della lipolisi delle TRL.

La Lipoproteina Lipasi (LPL) matura ¢ localizzata sulla superficie dell’endotelio capillare del tessuto adiposo e
muscolare e, per diventare completamente funzionale, necessita della presenza di due proteine aggiunte: apoAV e
GPIHBP1. Chilomicroni e VLDL forniscono ApoC II, attivatore di LPL, e ApoA V che lega GPIHBP1, creando una
piattaforma funzionale che mette LPL in contatto con il suo substrato. Inoltre, un altro fattore LMF1 modula LPL,
essendo uno chaperon responsabile del corretto ripiegamento e maturazione di LPL nel reticolo endoplasmico

(RE).

Meccanismi extra-intestinali
del metabolismo delle lipoproteine
ricche di trigliceridi

Una volta secreti i chilomicroni sono
trasportati tramite il sistema linfatico e
raggiungono il circolo ematico dove ven-
gono metabolizzati dalla Lipasi lipopro-
teica (LPL), che gioca un ruolo chiave
nell'idrolisi dei triacilgliceroli delle VLDL
e dei CM. LPL e sintetizzata nelle cellule
parenchimali di svariati organi, tra cui tes-
suto adiposo e muscolo scheletrico ed e
secreta e trasportata a livello della superfi-

cie luminale dell’endotelio vascolare dove
si svolgono i processi di idrolisi. LPL attiva
¢ un omodimero legato alle catene di epa-
ransolfato presenti sulle cellule endoteliali
(59) e necessita dell’apolipoproteina C-II
(APOC-II) come cofattore per svolgere
un’azione lipolitica efficiente sulle LRT cir-
colanti (60). 11 deficit o difetti strutturali di
ApoC-II compromettono la lipolisi mediata
da LPL e di conseguenza i TG si accumula-
no nel plasma (Figura 3) (60).
Recentemente, sono state identificate
tre nuove proteine che svolgono un ruolo
essenziale per la corretta funzione di LPL:
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Figura 4 a-b - Meccanismo di as-
semblaggio delle lipoproteine ricche
in trigliceridi (T'G) e ruolo della pro-
teina di trasferimento microsomiale
dei trigliceridi (MTP).

La formazione e la secrezione dei chi-
lomicroni nell’enterocita avviene con
un processo complesso in cui possiamo
individuare 3 fasi cruciali. Gli acidi
grassi liberi (FFA) e i monoacilglicero-
li (MAG) attraversano la membrana
dell’orletto a spazzola e sono trasferiti
nel reticolo endoplasmatico (RE) attra-
verso la proteina di trasporto di acidi
grassi (FABP). I trigliceridi (TG) sono
re-sintetizzati dall’acil-CoA monoacilgli-
cerolo aciltrasferasi (MGAT) e dall’a-
cil-CoA:diacilglicerolo aciltransferasi
(DGAT). In una prima fase si ha la sin-
tesi dell’apolipoproteina B-48 (apoB-
48), la proteina strutturale dei chilomi-
croni, che avviene sui ribosomi del re-
ticolo endoplasmatico rugoso. Nella
seconda fase I'apoB-48 di nuova sintesi
¢ lipidizzata dalla proteina di trasferi-
mento microsomiale (MTP) per forma-
re chilomicroni nascenti (CM) che &
successivamente lipidizzata con I'ag-
giunta di un core di trigliceridi (TG) e
di esteri di colesterolo (CE) da MTP
per formare un pre-CM. Un difetto in
questa fase si verifica nell’Abetalipopro-
teinemia. Nella terza fase il chilomicro-

Lume capillare

endotelio ne viene trasportato all'apparato di

\lOLI. @

+ Albumina —

di TG)

“‘\——‘-—__) Tessuto muscolare (energia)
Fegato (sintesi di TG)

Golgi grazie ad un sistema di vescicole
di trasporto (Figura 1) ed indirizzato
alla secrezione. Il trasporto del chilomi-
crone nella via secretoria ¢ guidato
proteina Sarlb. Difetti in ciascuna di
queste fasi si traduce in un malassorbi-
mento intestinale dei lipidi.

apoA-V, LMF1 (fattore di maturazione del-
la lipasi-1) e GPIHBP1 (proteina che lega
lipoproteine ad alta densita ancorata al gli-
cosilfosfatidilinositolo-1).

La funzione principale ad oggi nota di
apoA-V é quella di agire come cofattore e
di stimolare LPL e la clearance plasmatica
delle LRT (61). LMF1 é essenziale per la
maturazione funzionale sia della LPL che
della lipasi epatica (HL) (62).

GPIHBP1 € una proteina endoteliale

che interviene il trasporto di LPL verso la
superficie endoteliale e fornisce una piat-
taforma per la lipolisi dei TG (63-64) (Figu-
ra 3 e4ab).

Disordini ereditari del metabolismo
dei chilomicroni

Come discusso in precedenza MTP e
una proteina di trasferimento intracellula-
re di lipidi essenziale per 'assemblaggio
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e la secrezione delle particelle di VLDL e
CM; MTP e responsabile dell'iniziale in-
corporazione dei lipidi con I’ApoB ed agi-
sce come chaperone per assistere il cor-
retto ripiegamento dell’Apo B (65, 66). 11
ruolo di MTP nel trasporto e metabolismo
dei lipidi € emerso da studi che hanno evi-
denziato che difetti che risiedono nel gene
MTP sono responsabili di abetalipoprotei-
nemia, una condizione caratterizzata dal
deficit di sintesi di lipoproteine contenenti
ApoB (CM e VLDL).

Labetalipoproteinemia (ABL;, OMIM
200100) e una rara malattia a trasmissione
autosomica recessiva causata da mutazio-
ni che interessano entrambi gli alleli del
gene MTP; i pazienti affetti mostrano livel-
li quasi indosabili di ApoB e livelli plasma-
tici molto bassi di colesterolo. La compro-
missione dell’assemblaggio delle lipopro-
teine epatiche ed intestinali € responsabile
di malassorbimento di grassi, steatorrea
ed accumulo di grassi negli enterociti e
negli epatociti (65, 66). La steatorrea ¢
solitamente controllabile con la sommini-
strazione di una dieta povera in grassi fin
dall’eta pediatrica. Il deficit di vitamine
liposolubili (E, A, K e D) rappresenta un
altro tratto distintivo della malattia in quan-
to I'assorbimento e il trasporto di queste
vitamine e dipendente dalle LRT di origine
intestinale. L'ipovitaminosi se non trattata
precocemente con la supplementazione é
responsabile di vari disturbi neurologici
tra cui degenerazione spino-cerebellare,
neuropatie periferiche e retinite pigmento-
sa (66-68) (Figure 4a).

La scoperta di difetti molecolari che inat-
tivano MTP e causano di ABL ha suggerito
che T'inibizione di MTP poteva rappresen-
tare un nuovo target farmacologico per la
riduzione dei livelli plasmatici di colestero-
lo. Recentemente in uno studio di fase 3
un inibitore farmacologico di MTP, lomi-
tapide, € stato usato con successo come

trattamento aggiuntivo nei pazienti affetti
da ipercolesterolemia familiare omozigote
(HoFH) (69, 70). L'ipobetalipoproteinemia
omozigote (Ho-HBL; OMIM 107730) € un
altro disordine estremamente raro causato
di mutazioni in entrambi gli alleli del gene
APOB e caratterizzato da una alterazione
dell’assemblaggio e della secrezione di li-
poproteine contenenti apoB (71, 72).

La maggior parte di questi soggetti sono
portatori di mutazioni del gene APOB che
codificano per forme piu corte di apoB o
pitl raramente per sostituzioni amminoaci-
diche non conservative (73, 74). Le mani-
festazioni cliniche osservabili nei pazienti
Ho-FHBL geneticamente caratterizzati
sono estremamente variabili con un spet-
tro di presentazione che varia dall’assenza
di sintomi a manifestazioni cliniche so-
vrapponibili a quelle del’ABL (73, 74).

Quando le forme di apoB troncate sono
piu corte dell’apoB-48, la forma di apoB
prodotta dall'intestino ed assemblata nei
chilomicroni, perdono la capacita di lega-
re i lipidi e pertanto si instaura un deficit
di secrezione dei CM a livello intestinale
(72-74). La malattia da accumulo di chilo-
microni (CMRD) o Malattia di Anderson
(OMIM #607689) é un raro disordine auto-
somico recessivo diagnosticato solitamen-
te nell'infanzia caratterizzato clinicamente
da diarrea cronica, ritardo di crescita, ipo-
colesterolemia e ridotti livelli plasmatici di
vitamine liposolubili (73, 74). 1l difetto mo-
lecolare € stato identificato nel 2003 e con-
siste in mutazioni del gene SAR1B che co-
difica per la proteina intracellulare Sarlb
(23, 28, 30). Questa proteina € coinvolta
nel trasporto dei chilomicroni attraverso la
via secretoria (vedi paragrafo: Secrezione
dei chilomicroni).

Gli enterociti della mucosa digiunale di
questi pazienti non riescono a secernere
CM nella linfa e di conseguenza sono infar-
citi di gocciole lipidiche di varie dimensio-
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ni (75). La superficie della mucosa dell'in-
testino tenue osservata endoscopicamente
appare ricoperta da uno strato biancastro.
Tensione addominale, osteomalacia e ra-
chitismo sono stati osservati in numerosi
casi. La steatosi epatica puo essere presen-
te ma non sono stati descritti casi di evo-
luzione verso stadi avanzati di patologia
epatica (76).

La CMRD e distinguibile clinicamente
da ABL e Ho-FHBL per I'assenza di acan-
tocitosi, retinite pigmentosa e sintomi neu-
rologici severi e per la presenza di lipopro-
teine circolanti contenenti apoB-100.

Lipertrigliceridemia (HTG) rappresen-
ta l'alterazione del profilo lipidico caratte-
ristico dell'iperlipidemia tipo 1 e di tipo 5
secondo la classificazione di Fredrickson.
Liperlipidemia di tipo 5 € caratterizzata da

un fenotipo misto caratterizzato da eleva-
ti livelli di particelle “remnants” dei CM
e delle VLDL (77). La sindrome clinica,
identificata come iperlipoproteinemia di
tipo I, nota anche come chilomicronemia
familiare, € caratterizzata da ipertriglice-
ridemia massiva, dolore addominale, pan-
creatiti, xantomi eruttivi ed epato-spleno-
megalia ed ha una frequenza stimata di cir-
ca 1:1.000.000 nella popolazione generale
(76-78).

Mutazioni a carico dei geni codifican-
ti per LPL e APOC-II (78-80) e nei geni
APOA-V, LMF1 e GPIHBP1 (81-83) (Figu-
ra 3) sono causa di forme monogeniche di
chilomicronemia familiare. Gli individui
affetti sono portatori di mutazioni in omo-
zigosi o eterozigosi composta che causano
perdita di funzione dei prodotti proteici di

v dominio VPS10P (a)
O EGF-type repeat
@  Complement -type repeat

O dominio Fibronectina-type III

extracellulare

intracellulare VPS10P SORLA

(b)

.)\ AV

Lipoproteina

extracellulare

intracellulare

Figura 5 - Idrolisi delle TRL mediata dalla lipoproteina lipasi.

Una volta secreti in circolo, i chilomicroni ricchi in trigliceridi (TG) interagiscono con la lipoproteina lipasi (LPL)
adesa alle cellule endoteliali dei capillari tramite le catene polisaccaridiche dei proteoglicani (in marrone). Gli acidi
grassi liberi e il glicerolo derivanti dalla lipolisi dei TG si legano all’albumina e vengono trasportati ai tessuti peri-
ferici: al tessuto adiposo (nel quale i TG sono immagazzinati); al tessuto muscolare, dove costituiscono una fonte

energetica; al fegato, dove avviene la sintesi di TG.
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questi geni direttamente coinvolti nella re-
golazione del catabolismo delle LRT.

La presenza di elevati livelli di CM circo-
lanti a digiuno solitamente non si associa
a sviluppo di aterosclerosi precoce, pro-
babilmente perché le dimensioni dei CM
rappresentano un limite alla capacita di
queste particelle di penetrare la barriera
endoteliale (78, 83).

11 deficit di LPL (LPLD) puo essere dia-
gnosticato con tecniche biochimiche che
prevedono la misurazione dell’attivita en-
zimatica di LPL nel plasma post-eparinico
oppure nel tessuto adiposo (84) anche se
l'attuale “gold standard” per la diagnosi di
Chilomicronemia Familiare € I'analisi ge-
netico-molecolare per lidentificazione di
mutazioni patogenetiche di LPL e/o degli
altri geni candidati (83) (Figure 4b).

Ruolo emergente delle Sortiline
nell'assemblaggio delle lipoproteine
ricche in trigliceridi

La Sortilina-1 fa parte di una famiglia
di recettori chiamati VpslOp (vacuolar
protein sorting 10 proteins) localizzati nel
Golgi (85). Regola la rimozione delle parti-
celle contenenti apoB (85) con un mecca-
nismo ancora poco noto ma sembra essere
concetrazione dipendente (85).

Recentemente, € stato proposto che
ApoA-V svolga lattivita di cofattore per
LPL attraverso il legame con la sortilina o
di altre sortiline tra cui SORLA (Figura 5;
86, 87). SORLA é un recettore multifunzio-
ne espresso nei macrofagi e nelle cellule
muscolari lisce (SMC) (88). SORLA po-
trebbe agire come fattore pro-aterogeno
promuovendo la migrazione delle SMC
verso l'intima e modulando i livelli di tri-
gliceridi tramite I'attivazione di LPL dipen-
dente da apoA-V (87).

Lespressione del gene SORLA ¢ inoltre
modulata da fattori che inducono stress

Tabella | - Fattori intestinali ed extra-intesti-
nali che controllano la sintesi € la secrezione
delle lipoproteine da parte dell'intestino.

Fattori Fattori
intestinali extra-intestinali
CD 36 LPL

FABP ApoC-ll
MTP LMF-1
ApoB-48 GPIHBP1
ApoA-I| ApoA-V
ApoA-IV SORTILINA
PCTV

SAR1B

COPII

GLP-1

GLP-2

DPP-4

del RE, che sta emergendo come un im-
portante modulatore dei processi conivolti
nell’aterogenesi e nella secrezione di LRT
(87, 88).

Inoltre, dati recenti derivanti da studi
di associazione “genome-wide” (GWAS)
hanno sottolineato il ruolo della sortilina-1
(SORT-1) come gene implicato nella re-
golazione dei livelli dei lipidi plasmatici e
nelle malattie cardiovascolari su base ate-
rosclerotica (89, 90).

Nella Tabella 1 vengono elencati i fattori
intestinali ed extra-intestinali che control-
lano la sintesi e la secrezione delle TRL.

Conclusioni

La produzione intestinale di lipoprotei-
ne € un processo complesso e a passaggi
multipli che coinvolge parecchie e svaria-
te vie metaboliche, coinvolgendo diversi
geni. Le recenti acquisizione nella com-
prensione dei meccanismi intestinali ed
extra-intestinali che regolano la sintesi,
la secrezione ed i rapporti delle LRT con
I'aterosclerosi, rappresentano le basi per
lo sviluppo di nuovi approcci terapeutici
per il trattamento di disordini genetici del
metabolismo delle lipoproteine ricche di
trigliceridi.
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Glossario

ApoA-I - apolipoproteina A-I. Rappresenta il
componente proteico principale delle HDL, che pre-
siedono al trasporto inverso del colesterolo, veico-
lando i lipidi in eccesso dai tessuti periferici al fega-
to. UapoA-I si comporta come cofattore dell’enzima
LCAT (Lecitina Colesterolo Acil Transferasi), capa-
ce di esterificare il colesterolo, che in questo modo
viene reso completamente idrofobo, e lo distribui-
sce ai vari tessuti, incorporandolo nelle HDL.

ApoA-1IV - apolipoproteina A-IV. E una proteina
plasmatica sintetizzata nell'intestino e secreta in
circolo sulla superficie dei chilomicroni nascenti.
E implicata nell’assorbimento dei lipidi alimentari,
ma svolge anche altre funzioni, in quanto regola
l'appetito e la sazieta ed esplica anche funzioni an-
tiaterogene e antiossidanti. .

ApoA-V - apolipoproteina A-V. E uno dei princi-
pali costituenti dei chilomicroni, delle HDL e delle
VLDL. E un importante determinante dei livelli
plasmatici di trigliceridi in quanto € coinvolta nel-
la lipolisi delle lipoproteine ricche in TG, in par-
ticolare media il rimodellamento delle VLDL e la
loro clearance. Agisce sia da induttore dell’idrolisi
dei trigliceridi mediata da apoC-II ed LPL sia da
inibitore della produzione epatica dei trigliceridi
delle VLDL. .

Apo B -apolipoproteina B. E la principale com-
ponente proteica delle LDL, delle VLDL e dei chi-
lomicroni (che veicolano i trigliceridi di origine
endogena ed esogena). UApo B é essenziale per
l'assemblaggio, la secrezione e il metabolismo di
queste lipoproteine. Esistono due isoforme di Apo
B: apoB-100, prodotta a livello epatico e apoB-48,
sintetizzata esclusivamente a livello dell'intestino
tenue come prodotto di editing del’'RNA del gene
APOB, processo in cui si genera un codone di stop
(UAA) a livello del residuo 2153 del gene. Come
risultato di questo editing genomico, ApoB-48 e
apoB-100 condividono una stessa regione N-ter-
minale, ma apoB-48 perde la regione C-terminale
di apoB-100 legante il recettore per LDL. ApoB-48
inoltre € cosi chiamata perche rappresenta il 48%
della sequenza di apoB-100. .

ApoC-II - apolipoproteina C-II. E una protei-
na circolante che rappresenta uno dei costituenti
delle VLDL e dei chilomicroni. E 'attivatore della
LPL, che idrolizza i trigliceridi plasmatici renden-
do disponibili acidi grassi liberi per le cellule.

ApoC-III - apolipoproteina C-III. E una protei-
na costituente essenziale delle lipoproteine ricche
di trigliceridi (chilomicroni intestinali e VLDL
epatiche). Inibisce sia la lipasi lipoproteina che la
lipasi epatica.

CD 36 - cluster differentiation 36. Appartie-

ne alla famiglia di glicoproteine espresse sulla
superficie piastrinica, funge da recettore per la
trombospondina e agisce come molecola di ade-
sione cellulare. Si lega al collagene, alla trombo-
spondina, ai fosfolipidi, alle LDL ossidate (LDL-
ox) e agli acidi grassi a catena lunga, agendo
da trasportatore e/o regolatore del trasporto di
questi ultimi. Media inoltre la citoaderenza del
Plasmodium falciparum agli eritrociti infettati.

COPII - coatomer protein complex. E un
tipo di proteina di rivestimento vescicolare che
trasporta proteine dal reticolo endoplasmatico
rugoso (RER) al complesso di Golgi (trasporto
anterogrado). Il rivestimento e caratterizzato da
sottocomplessi costituiti da quattro diverse su-
bunita proteiche. .

DPP-4 - dipeptidil-peptidasi 4. E una protei-
na espressa sulla superficie di molti tipi cellulari
ed ¢ associata a processi di immunoregolazione,
trasduzione del segnale e apoptosi. Gioca un
ruolo importante nel metabolismo glucidico ed &
responsabile della degradazione di incretine tra
cui GLP-1. Pare che sia coinvolta anche nella tu-
morigenesi e nella progressione tumorale.

FABPs - fatty acid binding proteins. Sono
piccole proteine citosoliche di trasporto appar-
tenenti ad una famiglia multigenica espressa in
diversi tessuti, tra cui intestino, fegato, muscolo
scheletrico, miocardio, tessuto adiposo, epider-
mide, cervello. Legano gli acidi grassi e altre
sostanze lipofiliche come eicosanoidi e retinoidi,
di cui ne regolano 'immagazzinamento e il tra-
sporto intracellulare. .

GLP-1 - glucagone-like peptide 1. E un’incre-
tina (ormone proteico gastrointestinale) prodot-
ta dalle cellule L ileali. Induce la secrezione di
insulina e sopprime quella del glucagone. Ha
un’emivita di meno di 2 minuti in quanto viene
rapidamente degradata dall’enzima dipeptidil-
peptidasi 4 (DPP-4). GLP-1 inibisce l'apoptosi
delle cellule beta pancreatiche e ne induce la
proliferazione e la differenziazione in cellule
insulino-secernenti. Inibisce inoltre la secrezio-
ne e la motilita gastriche, ritardando pertanto
l'assorbimento dei carboidrati e contribuendo a
determinare un effetto di sazieta. .

GLP-2 - glucagone-like peptide 2. E un’in-
cretina (ormone proteico gastrointestinale)
prodotta dalle cellule L ileali e da alcuni neuroni
del SNC. Viene secreta in concomitanza a GLP-
1 durante la digestione dei nutrienti. E coinvolta
nei processi di proliferazione e induzione delle
funzioni intestinali, nella neuroprotezione e nella
riduzione del riassorbimento osseo. Viene rapi-
damente degradata da DPP-4.

GPIHBP1 - glycosylphosphatidylinositol an-
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core high density lipoprotein binding protein-1: E
una proteina delle cellule endoteliali dei capillari
che dispensa una piattaforma per I'idrolisi dei chi-
lomicroni mediata dalla lipoproteina lipasi.

GWAS - genome-Wide Association Study (stu-
dio di associazione su scala genomica)

HDL - high density lipoprotein (lipoproteine ad
alta densita).

LDL - low density lipoprotein (lipoproteine a
bassa densita).

LMF-1 - lipase Maturation Factor-1 (fattore di
maturazione della lipoproteina lipasi). Si trova nel
reticolo endoplasmatico ed € coinvolto nella ma-
turazione e nel trasporto della lipoproteina lipasi
nell'ambito del meccanismo di secrezione. Muta-
zioni geniche di questo fattore sono associate al
deficit combinato di lipasi.

LPL - lipasi lipoproteina. E un enzima presente
nelle cellule endoteliali che rivestono la superficie
interna dei capillari sanguigni. E sintetizzata prin-
cipalmente a livello del tessuto muscolare scheletri-
co, di quello adiposo e del miocardio. La funzione
della LPL ¢é quella di idrolizzare i trigliceridi con-
tenuti nelle lipoproteine (chilomicroni e VLDL)
producendo acidi grassi e glicerolo, che successiva-
mente potranno entrare nella cellula ed essere ossi-
dati tramite beta ossidazione (muscolo scheletrico
e cardiaco) oppure essere re-sintetizzati in triglice-
ridi nel tessuto adiposo ed essere accumulati.

RIASSUNTO

MTP - proteina di trasferimento microsomia-
le di trigliceridi. E una proteina richiesta per
I'assemblaggio e la secrezione delle lipoproteine
contenenti apoB (VLDL nel fegato e chilomi-
croni nell’intestino). Fegato e intestino sono gli
organi con maggiore espressione di MTP, ma la
proteina € espressa anche in altre cellule tra cui
quelle cardiache.

PTCV - prechylomicron transport vesicles
(vescicole di trasporto dei prechilomicroni).
Proteine coinvolte nella formazione, trasporto, li-
pidazione e assemblaggio delle particelle di chi-
lomicroni (CM). Hanno un diametro di 350-500
nm e sono pertanto capaci di trasportare parti-
celle di grosse dimensioni come i chilomicroni.

Sarlb - secretion associated, Ras related
GTPase 1B. E una piccola GTPasi coinvolta nel
trasporto delle proteine dal reticolo endoplasma-
tico al Golgi. Fa parte del complesso COPII. Di-
fetti genetici di questo fattore sono causa della
Malattia da ritenzione di chilomicroni (CMRD),
nota anche come malattia di Anderson.

Sortilina - € una proteina che partecipa a sva-
riati processi cellulari. Esiste un’associazione
genomica con le lipoproteine sieriche. Negli epa-
tociti partecipa alla degradazione presecretoria
delle particelle di VLDL nascenti.

VLDL - very low density lipoprotein (lipopro-
teine a densita molto bassa).
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La sintesi di lipoproteine di origine intestinale € un processo sequenziale, necessario per 'assorbimen-
to dei lipidi e delle vitamine liposolubili di origine alimentare. ’assemblaggio dei chilomicroni inizia
nel reticolo endoplasmico con la formazione di particelle ricche di fosfolipidi che sono poi trasportate
al Golgi per essere secrete. Diverse classi di trasportatori giocano un ruolo sia nell’assorbimento se-
lettivo che nel trasporto di lipidi attraverso i villi intestinali. Una volta secrete nel circolo linfatico, le
lipoproteine ricche di trigliceridi (LRT) sono sottoposte all’azione della Lipasi Lipoproteica (LPL), che
catalizza 'idrolisi dei triacilgliceroli delle lipoproteine a densita molto bassa (VLDL) e dei chilomicroni,
recapitando in questo modo gli acidi grassi liberi ai diversi tessuti. Mutazioni a carico dei geni che
codificano per queste proteine sono responsabili di disordini ereditari che coinvolgono il metabolismo
dei chilomicroni. In questo articolo focalizzeremo la nostra attenzione sui meccanismi molecolari che
modulano I'assorbimento e il trasporto delle lipoproteine di origine intestinale e illustreremo alcune
recenti evidenze sull’assemblaggio delle LRT.

Parole chiave: chilomicroni, lipoproteine ricche in trigliceridi, assemblaggio, secrezione, disordini ere-
ditari.
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