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SUMMARY
High-density lipoprotein (HDL) protects against atherosclerosis through multiple mechanisms that 
include amelioration of endothelial dysfunction, antioxidative, anti-inflammatory and antiapoptotic ef-
fects and removal of cholesterol excess from macrophages. Under particular circumstances, HDL 
loses its atheroprotective properties, resulting in the formation of dysfunctional HDL particles. Dys-
functional HDL particles increase proinflammatory signaling and reduce reverse cholesterol transport 
(RCT). Epidemiological studies have demonstrated that plasma HDL levels independently predict the 
risk of developing atherosclerosis and cardiovascular disease. More recently, however, it has emerged 
that HDL quality also seems to be an important parameter in atheroprotection and the HDL can be 
functionally deficient in populations at high risk of cardiovascular disease (CHD).
Apolipoprotein AI (apoA-I), the main protein of HDL, plays a crucial part in the first RCT step by en-
hancing sterol efflux from macrophages. Myeloperoxidase-mediated oxidation of Tyr (tyrosine) and 
Met (methionine) residues in apoA-I can damaged this apoprotein and drastically impairs the protein’s 
ability to promote cholesterol efflux via the ABCA1 pathway. The post-traslation modifications creates 
a dysfunctional HDL particles that are associated with an increased incidence of cardiovascular events. 
It’s important to evaluate the quality and not just the quantity of HDL when considering the risk of 
cardiovascular events because HDL cholesterol levels do not predict the composition and/or function 
of this lipoproteins. Levels of MetO (methionine sulfoxide) residues in plasma apoA-I, measured using 
an accurate, specific method, should be investigated and considered in prospective future studies in 
order to assess their possible role as a novel risk factor.

Key words: HDL oxidation; Apolipoprotein A-I; MetO methionine sulfoxide; Myeloperoxidase-mediated 
oxidation; Tyr and Met residues; Type 2 diabetes.

Giornale Italiano dell’Arteriosclerosi 2016; 7 (4): 24-36

aggiornamento 

HDL e ateroscLerosi: ruoLo 
DeLLe moDificazioni Di apoa-i
HDL and atherosclerosis:  
role of apoa-i modifications
sabrina pigozzo, antonio antonucci, giovanni sartore,
annunziata LapoLLa, raffaeLLa marin, sabina zambon, enzo manzato
Dipartimento di Medicina, Azienda Ospedaliera Universitaria di Padova

Indirizzo per la corrispondenza
Sabrina Pigozzo
Dipartimento di Medicina, Azienda Ospedaliera 
Universitaria di Padova
Clinica Geriatrica
Via Giustiniani, 2 - 35128 Padova
E-mail: enzo.manzato@unipd.it

introduzione

Le High Density Lipoprotein (HDL) pla-
smatiche rappresentano un gruppo etero-
geneo di particelle dalla forma discoidale 
e sferica che differiscono per dimensioni, 
densità e mobilità elettroforetica dovute a 
differenze nel loro contenuto proteico e li-
pidico (1). Le HDL sono state a lungo con-
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siderate un fattore protettivo contro lo svi-
luppo dell’aterosclerosi attraverso diversi 
meccanismi che comprendono fra l’altro 
il trasporto inverso del colesterolo (rever-
se cholesterol ransport - RCT), inibizione 
dell’ossidazione dei lipidi, miglioramento 
della funzione endoteliale e attraverso le 
loro proprietà anti-ossidanti, anti-infiam-
matorie e anti-apoptotiche (2).

Se numerosi studi clinici hanno dimo-
strato una relazione inversa tra le concen-
trazioni plasmatiche di HDL e il rischio di 
patologia cardiovascolare, recentemente è 
emerso che un fattore importante di atero-
protezione sembra essere la loro compo-
sizione più che la loro quantità, mettendo 
in dubbio l’idea che alti livelli di HDL si 
traducano automaticamente in un rischio 
ridotto di aterosclerosi (3-5). 

Uno dei motivi che potrebbe giustifi-
care una riduzione delle capacità del “si-
stema HDL” di prevenire lo sviluppo di 
lesioni aterosclerotiche risiede nelle modi-
ficazioni alle quali possono andare incon-
tro le HDL circolanti nel plasma.

Diversi meccanismi sono in grado di 
alterare la qualità e, quindi, la funzionalità 
delle HDL. 

L’apoproteina A-I (apoA-I), principa-
le componente proteico delle HDL, può 
subire delle modificazioni ossidative che 
ridurrebbero il suo ruolo anti-aterogeno 
(6). L’ossidazione e la nitrosilazione mie-
loperossidasi-mediata di specifici residui 

di metionina e tirosina su apoA-I rende-
rebbero le HDL “disfunzionali” riducendo 
la loro capacità di promuovere l’efflusso 
di colesterolo dai macrofagi della parete 
arteriosa per l’escrezione (RCT) e il loro 
potere anti-aterogeno, aumentando nel 
contempo il rischio di eventi cardiovasco-
lari (7). Comprendere le caratteristiche e 
i meccanismi che portano alla formazione 
di HDL e, in particolare, di apoA-1 disfun-
zionali, potrebbe portare a nuovi approcci 
diagnostici e terapeutici per l’aterosclerosi 
nella pratica clinica.

modificazioni strutturali delle HDL

Meccanismi di alterazione delle HDL 
La capacità delle HDL di rimuovere 

l’eccesso di colesterolo dalle membrane 
delle cellule periferiche, dai macrofagi e 
dalle cellule schiumose, mediata dai tra-
sportatori ABCA1 (ATP-binding cassette 
transporter A1) e ABCG1 (ATP-binding 
cassette transporter G1), è considerata 
come la più importante funzione svolta 
da questa classe di lipoproteine nella ri-
duzione della formazione della placca ate-
rosclerotica e di protezione contro l’atero-
sclerosi. Oltre a questo, le HDL riescono 
a contrastare i meccanismi aterosclerotici 
con la loro attività antiinfiammatoria (8), 
antitrombotica (9) e profibrinolitica (10), 
con le loro proprietà antiossidanti e di re-
golazione della produzione di ossido nitri-

tabella 1 - meccanismi antiaterogeni delle HDL normali e disfunzionali.

HDL “normali” HDL “disfunzionali”

Trasporto inverso del colesterolo ↑ Trasporto inverso del colesterolo ↓

Infiammazione ↓ Infiammazione ↑

Trombosi ↓
Fibrinolisi ↑

Trombosi ↑
Fibrinolisi ↓

Ossidazione ↓
Produzione di ossido nitrico ↑

Ossidazione ↑
Produzione di ossido nitrico ↓

Risposta immunitaria ↑ Risposta immunitaria ↓
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co (11), oltre ad avere un ruolo importante 
nella risposta immunitaria (12) (HDL “fun-
zionali” (Tabella 1).

Le HDL possono subire diverse modi-
ficazioni attraverso vari meccanismi che 
sono in grado di alterare le loro proprie-
tà antiaterogene (HDL “disfunzionali”): 
modificazioni non enzimatiche, dovute 
alla presenza di ioni metallici liberi nelle 
placche aterosclerotiche; attività di enzimi 
cellulari, in grado di degradare la com-
ponente apoproteica senza cambiamenti 
significativi nella frazione lipidica oppure 
indurre il cross-linking tra apoproteine e 
lipidi ossidati; proteine della fase acuta, i 
cui livelli circolanti sono aumentati signi-
ficativamente durante l’infiammazione e 
che, interagendo con le HDL, possono mo-
dificare la loro struttura e funzione; modi-
ficazioni metaboliche, come la glicazione 
che si verifica in condizioni di iperglicemia 
(Tabella 2).

■ Modificazioni non enzimatiche: le plac-
che aterosclerotiche umane contengono 
ioni metallici liberi che inducono la pro-
duzione di radicali dell’ossigeno. Questo 
meccanismo sembra giocare un ruolo 
chiave nella patologia cardiovascolare, 
probabilmente dovuto alla capacità di ossi-
dare le LDL. Il rame riesce a modificare le 

HDL attraverso la perossidazione lipidica 
e l’ossidazione delle apoproteine deter-
minando la formazione di cross-link tra le 
apoproteine stesse. Durante le fasi precoci 
dell’ossidazione, si possono osservare tre 
specie di apoA-I ossidate, caratterizzate 
da un aumento della massa dovuto alla 
modificazione di due residui metioninici 
critici (Met86 e Met112). L’apoA-II, che 
costituisce circa il 20% delle apoproteine 
presenti nelle HDL, può essere converti-
ta anch’essa in specie a massa maggiore 
dovuta all’ossidazione di un singolo resi-
duo metioninico (Met26). L’ossidazione 
di metionina legata alla proteina, e la con-
seguente modificazione post-traduzionale, 
altera la funzione della proteina stessa 
portando alla sua inattivazione (13). Tali 
modificazioni riducono l’abilità delle HDL 
di stimolare l’efflusso di colesterolo dai 
macrofagi, aumentando così il contenuto 
cellulare di colesterolo libero. Le HDL os-
sidate dal rame, inoltre, sono citotossiche 
per i macrofagi in maniera dose-dipenden-
te legandosi alle cellule endoteliali e pro-
muovendo l’attivazione di una serie di chi-
nasi intracellulari (ERK1/2 e p38 MAPK). 
L’incubazione di cellule endoteliali con 
HDL ossidate provoca un marcato aumen-
to della via di NFkB (nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cell), 
fattore di trascrizione chiave nella risposta 
infiammatoria e un aumento dose-dipen-
dente della produzione di specie reattive 
dell’ossigeno (14).

■ Glicazione: nel diabete di tipo 2 diver-
si fattori contribuiscono ad un elevato ri-
schio di malattia cardiovascolare e ad una 
accelerata aterosclerosi. Tra questi la disli-
pidemia diabetica riveste un ruolo di parti-
colare importanza. Il profilo lipidico tipico 
non solo nel diabete ma anche in altre pa-
tologie (dislipidemia familiare combinata, 
sindrome metabolica e sindrome dell’ova-

tabella 2 - meccanismi di alterazione delle HDL.

moDificazioni non enzimaticHe:

• Ioni metallici liberi

attività Di enzimi ceLLuLari:

• Metallo proteasi di matrice
• Enzimi associati ai polimorfonucleati

proteine DeLLa fase acuta

• Lipasi endoteliale
• Proteina amiloide sierica A
• Fosfolipasi A2 (secretory phospholipase A2 - sPLA2)

moDificazioni metaboLicHe

• Glicazione
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io policistico, sindrome coronarica acuta), 
definito come Triade Lipidica Aterogena, 
è caratterizzato da livelli moderatamente 
aumentati di trigliceridi, bassi livelli di co-
lesterolo plasmatici e colesterolo HDL, e 
da anomalie della composizione delle lipo-
proteine delle LDL e delle HDL (15). Circa 
il 40-50% dei soggetti con diabete di tipo 
2 hanno una preponderanza di particelle 
LDL piccole e dense rispetto alle grandi 
e meno dense ed il singolo fattore più im-
portante che determinerebbe la variabilità 
del diametro, sarebbe rappresentato dalle 
concentrazioni di trigliceridi plasmatici, 
che spiegherebbero il 50% di questa varia-
bilità (16-19).

Se nel diabete di tipo 2 i bassi livelli 
di HDL contribuiscono ad aumentare il 
rischio cardiovascolare, i soggetti con 
diabete di tipo 1 sviluppano una grave 
aterosclerosi nonostante livelli normali o 
aumentati di HDL. 

Una possibile spiegazione è che l’iper-
trigliceridemia stimoli delle alterazioni 
funzionali delle HDL in grado di contribu-
ire all’aterosclerosi accelerata dato che le 
apoproteine delle HDL in questi pazienti 
sono altamente glicate rispetto a quelle 
isolate da soggetti sani. In vitro, la gli-
cazione delle HDL provoca un aumento 
della perossidazione lipidica, accelera il 
loro catabolismo, riduce il loro legame ai 
fibroblasti cutanei umani e riduce la capa-
cità delle HDL di promuovere il trasporto 
inverso del colesterolo. 

La glicazione aumenta la suscettibilità 
all’ossidazione proteica e, in vitro, le HDL 
glicate sono più sensibili all’effetto pro-
ossidante dell’alluminio. 

Una combinazione di stress ossidativi 
e glicativi possono quindi alterare le fun-
zioni biologiche delle HDL visto che, in 
vitro, la glicossidazione riduce l’abilità del-
le HDL nel rimuovere i perossidi lipidici 
dalle membrane ossidate (14).

Rimodellamento del “proteoma HDL”  
in stati patologici 

Dopo aver stabilito la grande varietà 
del proteoma delle HDL, le ricerche si 
sono focalizzate nel monitorare eventuali 
cambiamenti del contenuto proteico in di-
versi stati patologici. 

Dal confronto dei profili proteici del-
le principali sottofrazioni delle HDL, è 
emerso che le diverse proteine implicate 
nei processi di infiammazione vascolare 
(apoC-IV, paraoxonasi-1, componente C3 
del complemento e l’apoA-IV) sono pre-
senti in quantità aumentate nelle lipopro-
teine di soggetti con coronaropatia rispet-
to ai normolipidemici. Analisi condotte 
con metodiche di spettroscopia di massa, 
hanno evidenziato la presenza di pattern 
spettroscopici differenti tra i gruppi stu-
diati con un aumento di apoA-I, apoC-III e 
apoC-I nei soggetti coronaropatici (20).

La paraoxonasi-1 (PON1) possiede ca-
pacità antiossidanti e antinfiammatorie e 
la sua ridotta attività nei soggetti con co-
ronaropatia e con diabete mellito di tipo 2 
è stata correlata ad un aumento del rischio 
cardiovascolare.

La ridotta attività di PON1, inoltre, è 
associata ad un aumento dell’attività di 
PKCβII endoteliale (proteina chinasi C, 
appartenente alla famiglia delle proteine 
serina/treonina chinasi che giocano un 
ruolo importante nel differenziamento e 
nella proliferazione cellulare), che por-
terebbe all’inibizione dell’attivazione di 
eNOS (nitric oxide synthase), ad una di-
minuita produzione di ossido nitrico dalle 
cellule endoteliali ed alla perdita delle pro-
prietà antiinfiammatorie e di riparazione 
endoteliale delle HDL (21, 22).

Nei pazienti con diabete di tipo 2 i livelli 
plasmatici di HDL e il loro contenuto apo-
proteico sono significativamente alterati. 
Le concentrazioni di HDL e di apoA-I pos-
sono essere ridotte a causa di una diminui-
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ta sintesi di apoA-I, catabolismo accelerato 
delle HDL e sostituzione dell’apoA-I con 
proteine sieriche amiloidi A (SAA). Le 
SAA vengono trasportate principalmente 
dalle HDL3 e riescono a sostituire l’apoA-
I e altre apoproteine dalla superficie delle 
HDL in condizioni di infiammazione. Ele-
vati livelli plasmatici di SAA, come quelli 
osservabili in pazienti con diabete di tipo 
2, rappresentano un fattore di rischio car-
diovascolare.

Oltre alla potenziale sostituzione da 
parte delle SAA, l’apoA-I e altre proteine 
trasportate dalle HDL possono andare 
incontro a modificazioni covalenti nella 
parete arteriosa. Residui amminoacidici 
dell’apoA-I, come la metionina, la tirosi-
na, la cisteina e la lisina, possono essere 
selettivamente ossidate in condizioni di 
stress ossidativo e possono subire una 
glicosilazione non enzimatica in presenza 
di elevati livelli di glucosio. Lo stress ossi-
dativo rappresenta una caratteristica im-
portante del diabete di tipo 2, derivando 
in parte da una produzione elevata di spe-
cie reattive di ossigeno, azoto e cloro nel-
la parete arteriosa. I residui amminoaci-
dici ossidati, comprendenti nitrotirosina, 
clorotirosina, lisina ossidata e metionina 
ossidata, sono presenti nell’apoA-I isolata 
dal plasma e da lesioni aterosclerotiche 
umane (23). Nei pazienti con diabete di 
tipo 2 sono anche presenti elevati livelli 
di apoA-I nitrata.

L’iperglicemia porta quindi ad un ac-
cumulo di apoA-I e apoA-II glicate e alla 
glicosilazione non enzimatica in vivo di 
altre proteine presenti nelle HDL. Frazio-
ni glicate di HDL contenenti solo apoA-I 
(LpA-1) possono essere isolate dal plasma 
di soggetti con un diabete di tipo 1 scar-
samente controllato e la loro conformazio-
ne appare così modificata da non essere 
accessibili ad anticorpi monoclonali anti-
apoA-I. È stato visto che i livelli plasmatici 

dell’apoA-I nitrata non correlano con quelli 
dell’emoglobina glicata o di altri parametri 
di iperglicemia, suggerendo che lo stress 
ossidativo e l’iperglicemia modifichino le 
HDL attraverso meccanismi separati. 

L’ossidazione delle HDL  
e dell’apoproteina a-i 

L’ossidazione delle LDL è generalmen-
te considerata come uno step critico nel 
processo aterosclerotico. Le LDL ossidate 
(oxLDL) sono presenti nelle lesioni atero-
sclerotiche dell’uomo e il loro ritrovamen-
to in circolo attraverso metodi immuno-
logici è usato come marker surrogato di 
patologia aterosclerotica. La misurazione 
dei livelli di oxLDL come marcatore dia-
gnostico è però limitato per diverse ra-
gioni. Innanzitutto, il termine “oxLDL” si 
riferisce ad una miscela di lipoproteine 
modificate che resta chimicamente non 
caratterizzata, poi vi sono delle incertezze 
riguardo l’accuratezza di tali misurazioni 
ed, infine, il “rilascio” di oxLDL dalla pa-
rete arteriosa è ostacolato dalle grosse 
dimensioni di tali lipoproteine e dal loro 
intrappolamento nella matrice extracellu-
lare. 

Per contro, sappiamo che i livelli di 
HDL e di apoA-I correlano inversamente 
con il rischio di sviluppare patologia co-
ronarica per la loro attività antiateroscle-
rotica. Le HDL possono essere ossidate 
al pari delle LDL ed i lipidi presenti nelle 
HDL vengono ossidati prima di quelli del-
le LDL quando il plasma è esposto a radi-
cali perossidici. Inoltre, i lipidi delle HDL e 
quelli presenti nelle LDL isolati da lesioni 
aterosclerotiche umane sono ossidati in 
grado comparabile che aumenta con il pro-
gredire della gravità della patologia. 

Diverse considerazioni supportano 
l’uso potenziale delle HDL ossidate o dei 
loro componenti come marker di patolo-
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gia aterosclerotica. Essendo sostanzial-
mente più piccole e interagendo meno 
fortemente con i proteoglicani extracellu-
lari, ci si aspetta che le HDL presenti nella 
parete vascolare rientrino in circolo più 
rapidamente rispetto alle LDL. Rispetto 
all’apoB-100, le apoproteine delle HDL si 
dissociano rapidamente dalle lipoparticel-
le aumentando la probabilità di ritrovarle 
nel circolo ematico. Infine, viste le loro 
proprietà fisiche e le dimensioni moleco-
lari più piccole, le forme ossidate di apoA-I 
sono più facilmente analizzabili rispetto a 

quelle di apoB-100, così da poterle caratte-
rizzare chimicamente (Tabella 3) (24).

Caratterizzazione delle forme ossidate 
dell’apoproteina A-I 

L’apoA-I costituisce circa il 70% delle 
proteine totali delle HDL, mentre il re-
stante 20-25% è dato da apoA-II e altre 
proteine. L’apoA-I umana è un polipepti-
de formato da 243 aminoacidi, 3 dei quali 
sono residui metioninici, presenti in po-
sizione 86, 112 e 148. La sua sequenza è 
organizzata in 8 segmenti ad α-elica di 

tabella 3 - considerazioni sul potenziale utilizzo delle LDL e HDL ossidate (oxLDL, oxHDL) 
come marker di patologia aterosclerotica.

oxLDL oxHDL

• Miscela di lipoproteine non caratterizzate 
chimicamente

• Lipoproteine più facilmente caratterizzabili 
chimicamente

• Incertezza sull’accuratezza dei metodi  
per la loro misurazione

• Per proprietà fisiche e dimensioni più piccole  
più facilmente analizzabili

• Rilascio in circolo ostacolato  
dalle loro dimensioni

• Rilascio in circolo più rapido delle oxLDL  
per le loro minori dimensioni

figura 1 - Composizione delle HDL. Nella figura viene riportata la composizione delle HDL e dei residui 
metioninici dell’apoA-I presenti in posizione 86,112 e 114 che possono subire modificazioni ossidative.
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22 aminoacidi e due tratti ripetitivi di 11 
aminoacidi frequentemente separati da 
residui di prolina. 

Tale struttura, in parte idrofobica e in 
parte polare, permette di interagire con i 
lipidi e con la soluzione acquosa (Figura 
1) (25).

Durante l’aterogenesi diverse sostanze 
ossidanti, utilizzate anche in diversi studi 
in vitro, contribuiscono alla modificazione 
delle lipoproteine e apoproteine in modo 
diverso ed è stato dimostrato che l’ossida-
zione dei residui di metionina dell’apoA-I 
provoca preferenzialmente l’ossidazione 
dei lipidi piuttosto che quella delle protei-
ne (24).

Con l’utilizzo della cromatografia liqui-
da e della metodica MALDI - TOF (Ma-
trix-Assisted Laser Desorption/Ionization 
- MALDI/time of flight - TOF) si è potuto 
constatare come l’apoA-I eluisca dalle HDL 
native non ossidate come una singola spe-
cie. L’esposizione delle HDL a radicali pe-
rossidici provocava un’ossidazione dell’a-
poproteina in maniera tempo-dipendente, 
caratterizzata dalla diminuzione dell’apoA-
I e dall’accumulo di nuove specie ossidate. 
Tale tecnica ha permesso inoltre la separa-
zione di tre specie ossidate di apoA-I, due 
con un incremento di massa pari a 16 Da 
(chiamate apoA-I+16) e una terza con un 
aumento di massa pari a 32 Da (chiamata 
apoA-I+32) dovuto all’ossidazione di uno o 
di entrambi i residui di metionina in posi-
zione 86 e 112. L’apoA-I+16, contenente un 
residuo MetO112, è apparsa come la for-
ma prevalente tra le due specie di apoA-
I+16, probabilmente per una esposizione 
prolungata di questo residuo ai perossidi 
lipidici presenti nelle HDL ossidate. Le 
due specie di apoA-I+16 si accumulavano 
prima di apoA-I+32 che conteneva entram-
bi i residui di metionina 86 e 112 ossidati. 
In questo modo, il 10-20% dell’apoA-I totale 
veniva convertito in apoA-I+16 prima che 

i livelli di apoA-I+32 raggiungessero livelli 
misurabili. 

Un altro studio effettuato con la spet-
trometria di massa ha analizzato i fram-
menti proteolitici provenienti dall’apoA-I 
ossidata con perossido di idrogeno ed ha 
dimostrato che le due quote proteiche pos-
sedevano metionina ossidata in posizione 
112 e 148 (26).

Similmente, l’esposizione delle HDL a 
concentrazioni relativamente alte di acido 
ipocloroso (HOCL) provocava l’ossidazio-
ne della metionina in posizione 148, sug-
gerendo che i diversi residui di metionina 
possono ossidarsi grazie a reagenti diffe-
renti (27). 

L’ossidazione dei residui di metionina 
dell’apoA-I rappresenta un processo gra-
duale, dove un singolo residuo di metio-
nina viene ossidato per primo (Met86 o 
Met112), seguito da un secondo residuo 
(24).

Meccanismi di ossidazione delle HDL  
e apoA-1: conseguenze strutturali  
e funzionali 

L’aumento dello stress ossidativo, do-
vuto a modificazioni mieloperossidasi-me-
diate, è una caratteristica dell’aterosclerosi 
coronarica (28) che può portare a modifi-
cazioni ossidative dannose (2) generando 
“HDL disfunzionali”.

La mieloperossidasi (MPO), enzima 
con un gruppo eme, è espressa ad alte 
concentrazioni dai neutrofili, monociti e 
macrofagi delle cellule schiumose delle 
lesioni aterosclerotiche (29). È in grado 
di utilizzare il perossido di idrogeno e di 
generare una vasta gamma di intermedi 
ossidanti reattivi che, successivamente, 
possono modificare lipidi, proteine, acidi 
nucleici e lipoproteine (30). 

Il principale prodotto dell’attività di 
MPO è rappresentato dall’HOCL, il quale 
può modificare diverse biomolecole at-
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traverso la clorazione e/o l’ossidazione. 
La modificazione delle HDL mediata da 
HOCL porta alla formazione di agglome-
rati di apoA-I ad alto peso molecolare. Gli 
aminoacidi di apoA-I bersaglio di HOCL 
sono soprattutto i residui di metionina. 
L’ossidazione e le conseguenti alterazioni 
dei residui metioninici portano a modifi-
cazioni conformazionali dall’apoA-I priva 
o associata ai lipidi che riducono le sue 
proprietà anti-aterogeniche (31). L’ossi-
dazione della tirosina (Tyr) e dei residui 
di metionina (Met) di apoA-I mieloperos-
sidasi-mediati ostacolano drasticamente 
la capacità della proteina di promuovere 
l’efflusso di colesterolo dai macrofagi (7). 
Sono stati proposti diversi meccanismi per 
spiegare la ridotta capacità dell’efflusso di 
steroli delle HDL associate ad apoA-I mie-
loperossidasi-mediato.

È stato dimostrato come i residui Met86 
e Met112 siano importanti per l’efflusso 
di colesterolo mediato dal trasportatore 
ABCA1 e il residuo Met148 sia coinvolto 
nell’attivazione di LCAT (24). 

Un altro studio ha considerato l’ossida-
zione della Met e la clorazione sito-speci-
fica di Tyr192 di apoA-I. I livelli di Tyr192 
clorinato e di Met148 ossidato risultano 
essere più alti nei pazienti con malattia 
coronarica stabile o sindrome coronarica 
acuta (ACS) rispetto ai controlli e associa-
ti ad un ridotto efflusso di colesterolo dai 
macrofagi mediato da ABCA1 e allo stato 
della malattia coronarica (32, 33).

La metionina-solfossido (MetO) è il 
principale prodotto di ossidazione della 
metionina di apoA-1 a seguito dell’azio-
ne di agenti ossidanti (34). Pertanto, la 
valutazione del livello di MetO potrebbe 
rappresentare da un lato lo stato di stress 
ossidativo e dall’altro la ridotta capacità 
di apoA-I modificato di rimuovere il co-
lesterolo e i lipidi perossidati dalle LDL 
ossidate.

Lo studio dei siti di formazione e della 
quantità di MetO nell’apoA-I di HDL iso-
late dal plasma di controlli sani e soggetti 
con diabete mellito di tipo 1, ha dimostra-
to che la formazione di MetO era signifi-
cativamente più importante nei soggetti 
diabetici rispetto al gruppo di controllo 
in ognuno dei tre siti considerati e cioè 
Met86, Met112 e Met148 (35).

Il danno ossidativo nella parete arterio-
sa HDL-associato di apoA-I o di apoA-I po-
vera di lipidi modificate, potrebbe così pro-
muovere lo sviluppo dell’aterosclerosi sia a 
livello sperimentale che nell’uomo (32, 36). 

Numerosi lavori hanno dimostrato che 
le HDL isolate da ateromi e dal plasma 
di pazienti con patologie cardiovascola-
ri sono prive di proprietà anti-aterogene 
(37), ma possono essere disfunzionali 
anche nelle popolazioni ad alto rischio di 
CHD, come nel diabete mellito tipo 2, a 
causa della glicazione e dei cambiamen-
ti ossidativi delle HDL, apolipoproteine, 
e/o enzimi (38).

La distribuzione e la funzione biologica 
di apoA-I all’interno della parete dell’arteria 
è però distinta da quella delle HDL (36). La 
maggior parte di apoA-I nell’ateroma non è 
associato alle HDL (31,39) e modificazioni 
post-traduzionali di apoA-I povera di lipidi 
sono comuni nei siti di infiammazione e 
nelle placche aterosclerotiche.

valutazione dell’ossidazione 
di apo-a-i nella pratica clinica 

Considerando il ruolo rilevante dell’os-
sidazione delle HDL nell’insorgenza dei 
processi aterosclerotici, i livelli di coleste-
rolo HDL non possono indicare la compo-
sizione e/o la loro funzione, né tantome-
no predire la loro disfunzionalità e la loro 
attività pro-infiammatoria in condizioni 
patologiche. È quindi importante valutare 
la qualità e non solo la quantità del coleste-
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rolo HDL quando si considera il rischio di 
eventi cardiovascolari. 

Nella pratica clinica, non esistono at-
tualmente test disponibili per determinare 
la composizione, la funzionalità e per va-
lutare le proprietà antinfiammatorie delle 
HDL. Piccoli peptidi che imitano alcune 
delle proprietà di apoA-I sono stati esami-
nati in modelli pre-clinici per migliorarne 
la funzionalità e ridurre l’aterosclerosi 
senza alterare i livelli di colesterolo HDL. 
Sono attualmente in corso studi clinici che 
utilizzano HDL e HDL mimetiche come 
agenti terapeutici (40).

Lo studio di modelli teorici di apoA-I libe-
ra da lipidi e sulla struttura delle HDL con 
tecniche come SANS (small angle neutron 
scattering con variazione di contrasto), 
HDX (hydrogen–deuterium exchange), 
XL-MS (cross linking mass spectrometry) 
o con la microscopia elettronica, sembrano 
difficilmente applicabili alla pratica clinica, 
sia per la complessità delle metodiche, sia 
per la loro difficile interpretazione (41).

Presso il nostro centro è stato condotto 
uno studio pilota su pazienti diabetici tipo 
2 e soggetti giovani con patologia cardio-
vascolare. Utilizzando una cromatografia 
liquida associata alla spettrometria di mas-
sa (LC/ESI-MS) sono stati rilevati livelli più 
elevati di MetO112 nei diabetici rispetto ai 
controlli sani e i peptidi correlati all’ossida-
zione dell’apoA-I sono risultati 2,3-2,5 volte 
più elevati nei soggetti diabetici e in quelli 
con patologia cardiovascolare (42).

In uno studio successivo la determina-
zione del contenuto di MetO di apoA-I nei 
pazienti diabetici tipo 2 è stata effettuata con 
la spettrometria di massa ad alta risoluzio-
ne (MALDI/TOF) (43). I risultati ottenuti 
si sovrapponevano perfettamente a quelli 
dello studio precedente con LC/MS, con-
fermando e rafforzando i dati ottenuti con 
un risparmio di tempo necessario all’analisi 
e dimostrando che i possibili fenomeni di 
ossidazione, talvolta osservati in condizioni 
MALDI, erano in questo caso assenti (44).

Lo scopo di un ultimo nostro studio è 

figura 2 - Visione partico-
lareggiata dello spettro MAL-
DI dei frammenti di digestio-
ne con tripsina ottenuti dalle 
HDL plasmatiche dei soggetti 
studiati. Appaiono evidenti 
alcune differenze tra i control-
li sani, i soggetti diabetici e i 
coronaropatici, con la presen-
za di due picchi a m/z 1299 e 
2661 più evidenti, dovuti alla 
presenza di Met112 e una par-
te di Met112 ossidata, che 
differisce dalla specie non os-
sidata di 16 Da. 
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stato quello di cercare eventuali differenze 
significative di MetO contenute nell’apoA-I 
delle HDL di giovani pazienti con CHD, 
diabetici di tipo 2 e soggetti sani. A questo 
scopo sono stati esaminati, con la tecnica 
MALDI/TOF/TOF, i prodotti di digestio-
ne con tripsina dell’apoA-I delle HDL iso-
late mediante ultracentrifugazione prepa-
rativa sequenziale in tutti i soggetti. 

È stata valutata la presenza di correla-
zioni tra i lipidi e le lipoproteine dei sog-
getti studiati e l’ossidazione dell’apoA-I, e, 
come obiettivo secondario, la presenza di 
correlazioni tra il controllo metabolico e la 
durata della malattia diabetica con l’ossi-
dazione delle HDL. 

Il tipico spettro MALDI ha mostrato un 
aumento di peptidi contenente MetO112 
nei pazienti diabetici e con CHD (Figura 
2), ma non è emersa alcuna correlazione 
tra i livelli di apoA-I ossidato (OxapoA-I) 
e la percentuale di emoglobina glicata, 
ad indicare che l’ossidazione dell’apoA-
I è indipendente dal controllo glicemico 
della malattia diabetica, mentre una forte 
correlazione è emersa tra la durata della 
malattia diabetica e i livelli di OxapoA-I in 
pazienti diabetici di tipo 2 (Figura 3).

I risultati ottenuti avvalorano l’ipote-
si di come la funzionalità delle HDL e la 
loro qualità siano importanti nella genesi 
e nella progressione della malattia cardio-
vascolare, al di là della concentrazione di 
colesterolo HDL (45).

Il risultato più importante è stato l’os-
servazione dell’ossidazione di metionina 
nell’apoA-I in soggetti particolarmente 
suscettibili alla patologia coronarica. Il do-
saggio dei livelli di MetO plasmatici con 
metodi semplici e veloci, ma accurati e 
specifici, dovrebbe essere considerato in 
futuri studi prospettici per valutare il ruolo 
delle HDL come valido marcatore di pato-
logia coronarica e per eventuali nuove pro-
spettive terapeutiche.

figura 3 - Relazioni tra le variabili considerate con tecnica non 
parametrica nei 3 gruppi di soggetti studiati. Come mostra il grafico 
biplot, l’analisi dei tre gruppi conferma il loro diverso comporta-
mento: l’assenza di qualsiasi correlazione tra i livelli di apoA-I ossi-
data ed il colesterolo delle HDL o i livelli di trigliceridi (i rispettivi 
angoli tra i vettori sono prossimi a 90°); la presenza di una correla-
zione inversa tra il colesterolo delle HDL e i livelli di trigliceridi (con 
un angolo di 180° tra i vettori); una forte correlazione diretta tra la 
durata della malattia diabetica e i livelli di apoA-I ossidata.

glossario
ABCA1 ATP-binding cassette transporter A1
ABCG1 ATP-binding cassette transporter G1
PON1 Paraoxonasi 1
SAA Proteine sieriche amiloidi A
MPO Mieloperossidasi
MetO Metionina sulfossido
HOCL Acido ipocloroso
Tyr Tirosina
Met Metionina
MALDI - TOF Matrix-Assisted Laser De-
sorption/Ionization - MALDI/time of flight 
- TOF
SANS Small angle neutron scattering con 
variazione di contrasto
HDX Hydrogen-deuterium exchange
XL-MS Cross linking mass spectrometry
LC/ESI-MS Cromatografia liquida associa-
ta alla spettrometria di massa
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RIASSUNTO
Le lipoproteine   ad alta densità (HDL) proteggono dall’aterosclerosi attraverso molteplici meccanismi 
che includono il miglioramento della disfunzione endoteliale, effetti antiossidanti, anti-infiammatori e 
antiapoptotici e rimozione del colesterolo in eccesso dai macrofagi. In casi particolari, le HDL perdono 
le loro proprietà ateroprotettive con la formazione di HDL disfunzionali. Le HDL disfunzionali aumen-
tano i segnali proinfiammatori e riducono il trasporto inverso del colesterolo (RCT). Studi epidemio-
logici hanno dimostrato che i livelli circolanti di HDL plasmatiche predicono in modo indipendente il 
rischio di sviluppo di aterosclerosi e malattie cardiovascolari. Più recentemente, tuttavia, è emerso che 
la qualità delle HDL sembra essere un importante parametro di ateroprotezione e le HDL possono 
essere funzionalmente carenti nelle popolazioni ad alto rischio di malattie cardiovascolari (CHD).
L’apolipoproteina AI (apoA-I), principale proteina delle HDL, svolge un ruolo cruciale nella prima fase 
dell’RCT migliorando l’efflusso di steroli dai macrofagi. L’ossidazione mieloperossidasi-mediata del 
residuo di Tyr (tirosina) e Met (metionina) di apoA-I può danneggiare questa apoproteina e compro-
mettere drasticamente la capacità di promuovere l’efflusso di colesterolo attraverso la via ABCA1. Le 
modificazioni post-trasduzionali creano delle HDL disfunzionali associate ad una aumentata incidenza 
di eventi cardiovascolari.
È importante valutare la qualità e non solo la quantità delle HDL nel considerare il rischio di 
eventi cardiovascolari in quanto i livelli di colesterolo HDL non predicono la composizione e/o 
la funzione di queste lipoproteine. I livelli plamatici dei residui di MetO (metionina sulfossido) 
nell’apoA-I, misurati con un metodo accurato e specifico, dovrebbero essere studiati e presi in conside-
razione in studi futuri prospettici al fine di valutare il loro possibile ruolo come nuovo fattore di rischio.  
Parole chiave: Ossidazione HDL; Apolipoproteina A-I; MetO metionina solfossido; Ossidazione mielope-
rossidasi-mediata; residui Tyr e Met; Diabete di tipo 2.
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