Introduccié 10

1. Descripcié ifuncio de la lipoproteina (a)

1.1. Descripcio de la particula

1.1.1. Descobriment

La lipoproteina (a) [Lp(a)] fou descrita per primer cop per Karen Berg [Berg, 1963] en un
estudi dissenyat per identificar variants antigéniques de les B-lipoproteines humanes.
Enfrontant sérums de diferents pacients a determinats antisérums anti 3-lipoproteines, Berg
caracteritza dos tipus de pacients, els que posseien la variant antigénica que anomena Lp(a)
positiu i els que no o Lp(a) negatiu. Molt aviat demostra que aquest caracter s’heretava de

forma autosdmica dominat.

Poc temps després diversos autors [Utermann i Wiegand, 1969; Harvie i Schultz, 1970;
Ehnholm et al., 1971] evidenciaren que la Lp(a) era una particula amb identitat propia i no

pas una variant de les LDL.

Si bé va ser purificada i caracteritzada parcialment a principis dels anys 70, la seva

complexitat va fer que fins la década segtient no fos caracteritzada en la seva totalitat.

La Lp(a) perd, no desperta cap interés clinic fins que passats uns anys, un estudi cas -
control [Dahlen et al.,, 1976] prova que la freqléncia de plasmes Lp(a)-positiu entre
pacients amb infart de miocardi era més elevada que la del grup control. Més tard, altres
autors [Kostner et al, 1980] utilitzant un assaig quantitatiu demostraren per primer cop una

relacio directa entre concentracions elevades de Lp(a) i malaltia cardiovascular.

Des de les hores, nombrosos estudis han ampliat els coneixements originals sobre aquesta
particula, donant resposta a moltes de les questions plantejades i obrint-ne de noves

algunes de les quals queden encara per contestar.

La lipoproteina (a) és una particula molt heterogénia de mida. El seu interval de densitat és
ampliiinclou el de les LDL i part de les HDL. [Fless et al, 1984].

Malgrat la seva semblanga amb les LDL, algunes de les seves caracteristiques fisiques i

basicament la seva composicié proteica la diferencien clarament d’aquestes. En un 71 a
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83% esta formada per lipids neutres, majoritariament ésters de colesterol, situats en el nucli
de la particula mentre la resta, entre un 17 i un 29%, el constitueixen proteines [Gaubattz et
al., 1983], fortament glicades [Ehnholm et al., 1972], que recobreixen totalment el cor
hidrofobic de la particula [Fless et al., 1985].

En general aquestes propietats fan dificil la seva separacié de les altres lipoproteines
unicament per criteris de densitat i per tant es combina la ultracentrifugacié amb técniques

de cromatografia d’afinitat

La reduccié quimica de la Lp(a) amb tiols, dona lloc a dos productes solubles en aigua que
poden ser separats per ultracentrifugacio [Fless et al., 1986], la designada com lipoproteina

(a-) [Lp (a-)] i 'apoproteina (a) [apo(a)].

La Lp (a-) és similar a les LDL en la seva mobilitat electroforética composicié lipidica i pes
molecular aparent. El seu unic component proteic és I'apoB-100 i s’uneix als receptors
especifics de LDL presents en fibroblasts humans sent degradada de forma similar a
aquestes [Armstrong et al., 1985]. L’apoproteina(a) per la seva part és el component que la
diferencia de les LDL. En la taula 1 es comparen les principals propietats fisicoquimiques i la

composicio de la Lp(a), les LDL i de la Lp (a-).

1.1.2. L’apoproteina (a) humana

Amb un pes molecular entre 300 i 800 kDa, 'apo(a) és una proteina fortament glicada, el
28% del seu pes de mitjana son carbohidrats, [Fless et al., 1986] i molt heterogénia de mida
[Utermann et al., 1987].

En la seva estructura secundaria predomina el plegament a 'atzar, un 71%, mentre I'hélix
alfa constitueix un 8% i la beta plegada un 21%. [Gaubatz et al., 1987]. El plegament terciari

és el responsable de la seva elevada viscositat intrinseca, 28.3 cm®/g.

Es altament soluble en aigua i malgrat el caracter relativament hidrofob de la Lp (a-), fa

extensiva aquesta propietat a la lipoproteina de la que forma part.
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La seva preséncia confereix a la Lp(a) una immunoreactivitat diferent de la de LDL
[Zawadzki et al., 1988] a la que esta unida de forma covalent mitjangant un pont disulfur
[Utermann et al., 1983].

Taula 1 Propietats fisicoquimiques de la Lp(a) en comparacié a les LDL i a la Lp(a-)

LDL Lp(a) Lp (a-)
Propietats fisicoquimiques
Massa molecular (Da) (2.9)x10°  (3.8-4.0)x10° 3.2-3.3x 10°
Diametre (nm) 25.9 0.1 28.310.5 26.1+0.1
Densitat (g/l) 1019-1063 1006-1125 1028
Vida mitjana (dies) 2-3 3-4 --
Composicid (%)
Proteines 26-31 17-29 24
Colesterol lliure 9 6-9 9
Colesterol esterificat 40-43 35-46 40-41
Triglicérids 4-6 4-8 5-6
Fosfolipids 20-22 17-24 20

(Adaptat de Lippi i Guidi, 2000)

Les analisis de pes molecular [Fless et al., 1997] i composicié d’aminoacids [Albers et al.,

1996] assenyalen una relacié molar 1:1 apo(a):apoB100.en la particula sencera.

Alguns autors han descrit altres proteines com a components menors de la Lp(a) [Bard et
al.,, 1996], suggerint la preséncia de subpoblacions d’aquesta lipoproteina. No esta
demostrat perd, si aquestes troballes corresponen a auténtiques subespécies de Lp(a) o a

contaminacions derivades del procés d’aillament.

La sequéncia d’aminoacids de l'apo(a) [McLean et al., 1987], exhibeix un alt grau
d’homologia amb el plasminogen huma. La proteina madura esta formada per 11 dominis
proteics diferents o kringles i un domini serin-proteasa Els kringles, anomenats aixi per la
seva semblanga amb una tipica galeta danesa, son estructures disposades en triple llag
estabilitzades per 3 ponts disulfur intracatenaris, comunes a diferents proteines del sistema

fibrinolitic i de la coagulacio entre les que es troba el plasminogen [Magnusson et al., 1975].
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En la figura 1 es mostra I'estructura d’un kringle estandard i la seva inserci6 en I'estructura

de I'apo(a).

L’apo(a) conté fins a 54 kringles que segons la seva homologia amb els del plasminogen es
classifiquen com del tipus IV i V [Scanu et al., 1995]. Tots ells s6n presents en una sola
copia (tipus IV subtipus 1 a 10 i tipus V) [Guevara et al., 1992] excepte el kringle 1V, que ho
fa en multiples copies idéntiques condicionant la mida de la proteina [Gaw et al., 1994] i
influenciant en els nivells plasmatics de Lp(a) [Kraft et al., 1992]. La seva homologia amb els
kringles del plasminogen oscil-la entre el 61-95%, i tots excepte KIV, KIV; i KV tenen el

mateix numero d’aminoacids.

Els kringles de I'apo(a) s’uneixen a través de regions connectores la funcié de les quals és
encara desconeguda. Es probable perd que influenciin en la flexibilitat dels dominis proteics i
indirectament tinguin a veure amb ['activitat global de I'apo(a). Tots els connectors que
uneixen els KIV, repetits tenen el mateix nUmero d’aminoacids mentre que aquells que es

troben entre kringles no idéntics difereixen en mida i composicio.

El kringle IV-9 posseeix a més un residu de cisteina desaparellat que estableix un pont

disulfur amb una altra cisteina de 'apoB-100 en la Lp(a) [Koschinsky et al., 1993].

El domini carboxi-terminal de I'apo(a) exhibeix un alt grau d’homologia amb la regi6é serin-
proteasa del plasminogen. Aquesta regié conté la triada catalitica His ***°-Asp**%-Ser**®’
(numeracio basada en McLean et al), perd una mutacié en la seva sequéncia d’activacié
(Arg-Val) impedeix que esdevingui funcional. En la figura 2 es representen les similituds

entre I'apo(a) i el plasminogen

El carbohidrats, amb un 28% aproximadament del seu pes, es distribueixen en una relacié
molarde 3:7 :5:4:7 (manosa: galactosa: galactosamina: glucosamina: acid sialic) [Fless
et al., 1986]. L’existéncia de kringles diferents suggereix que I'apo(a) pot exhibir diferéncies
en el seu contingut i composicié en carbohidrats entre les diverses isoformes de mida.
Aquesta heterogeneitat pot relacionar-se amb el nombre de llocs susceptibles de glicosilacio
al llarg de la cadena polipeptidica, amb la longitud de la cadena d'oligosacarids, amb

I'existéncia de ramificacions o amb la combinacié d’ aquestes tres possibilitats.
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Figura1 Esquema d’'un kringle i la seva disposicio en el plasminogen i I'apoproteina(a)
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(Adaptat de Martinez Triguero et al.1993)

1.1.3. Localitzacié cromosomica

L’apo(a) és membre d'una superfamilia de serin-proteases que actuen com la tripsina
[Ichinose, 1992].
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El gen de I'apo(a) es localitza en el brag llarg del cromosoma 6 en la posicié q26-q27 [Frank

et al., 1988], proxim al gen del plasminogen, [Weikamp et al., 1988].

Figura 2 Semblancga estructural entre I'apo (a) i el plasminogen
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Adaptat de de la Pefia et al., 2000

Actualment se sap que el gen de l'apo(a) és part d’'un grup de com a minim 5 gens:
plasminogen, factors de creixement hepatic | i Il i un segon pseudogen d’apo(a), amb més
d'un 70% d’identitat de sequéncia [Magnaghi et al., 1994]. ElI gen de l'apo(a) i el

plasminogen estan organitzats cap amb cap separats per al voltant de 40 Kb.

La sequéncia no transcrita i el senyal de I'extrem 5’ del gen comparteixen una homologia
d’'un 98% i un 100% respectivament amb les del gen del plasminogen [Mc Lean et al.,

1987], més enlla, les sequéncies dels dos cDNA divergeixen.

La regio6 codificadora per un kringle 1V, consta de 2 exons de 162 pb (exd 1) i 180 pb (ex6 2),
separats per un intré de 4.2 Kb (intré 1). Un segon intré de 1.4 Kb es localitza entre I'extrem

3’ de I'exd 2 i 'extrem 5’ del seglent exd [Kraft et al., 1992].



Introduccié 16

1.1.4. Evolucié

L’existéncia de la Lp(a) i de I'apo(a) esta restringida als primats del vell continent, mones,
gorilles i ximpanzés i als humans. [Lawn et al., 1995] i també a I'ericd que produeix una
proteina semblant a l'apo(a) constituida per moltes copies repetides del kringle 11l del

plasminogen pero sense el domini serin-proteasa.

La comparacié de les sequiéncies de DNA i I'analisi filogenétic indica que I'apo(a) humana,
es forma a partir d’'un duplicat del gen del plasminogen durant I'evolucid més recent dels
primats. En contrast, el kringle 11l de I'ericd, ho va fer a partir d’'una duplicacié diferent del
mateix gen fa aproximadament 90 milions d’anys quan I'ericd primitiu es va separar de la

resta de mamifers amb placenta. [Lawn et al., 1997].

Es proposa que el gen del plasminogen ha estat reestructurat dues vegades de forma
independent produint dues formes similars d’apo(a) en dos grups d’espécies tant divergents.
Posteriorment, ambdds gens haurien evolucionat independentment per duplicacions i
modificaci6 de diferents dominis del plasminogen donant lloc a una nova forma de

convergéncia evolutiva molecular.

1.1.5. Isoformes

El polimorfisme de mida de la proteina fou descrit per primer cop per Utermann [Utermann et
al., 1987] quan aconsegui separar i identificar sis isoformes d’apo (a) en una electroforesi en
gel de poliacrilamida desnaturalitzant. Les sis isoformes de les que es determina un pes
molecular d’entre 400 i 800 kDa, es varen nomenar d’acord a la seva mobilitat electroforética

relativa respecte I'apoB100 ( = 520 kDa. ).

e F (faster) amb una mobilitat superior a I'apoB100
e B amb mobilitat semblant a 'apoB100
o S (slower) amb una mobilitat inferior a 'apoB100, distingint en aquest cas quatre

isoformes amb diferents mobilitats, S;a S,
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Tots els individus estudiats, presenten com a maxim dues isoformes diferents en el plasma
[Kraft et al., 1992], perd en un nombre considerable, el 49%, no es detecta cap isoforma.

Aquests individus varen ser catalogats com a portadors de I'al-lel nul.

Els estudis familiars suggeriren ben aviat una heréncia autosdmica codominant de les
isoformes controlada per un seguit d’al-lels autosémics (Lp", Lp®, Lp®', Lp®%, Lp*®, Lp*) iun
locus simple. Un seté al-lel Lp° o al-lel nul, va ser introduit per explicar els pacients que no

expressaven cap isoforma [Utermann et al., 1988].

D’acord amb aquest model, les persones amb dues isoformes d’apo(a) sén heterozigotes
per aquest caracter mentre que les persones amb una sola isoforma o bé sén homozigotes o

heterozigotes amb un dels dos al-lels nul.

La introduccio de l'electroforesi desnaturalitzant en gel d’agarosa ha permés incrementar
sensiblement la deteccié d’isoformes d’apo(a) en plasma i en I'actualitat se’n descriuen meés
de 30 de diferents. Paral-lelament, ha augmentat el percentatge d’'individus classificats com
heterozigots que en els estudis actuals se situa al voltant del 80% [Marcovina et al., 1993],

mentre en tots ells es detecta com a minim una isoforma.

La distancia de migracié s’ha relacionat directament amb el nombre de repeticions del

kringle 1V, i per tant amb |la mida de la proteina [Marcovina et al., 1996].

En contrast amb els estudis inicials, les freqléncies de les isoformes, és troben en equilibri
de Hardy-Weinberg. El desequilibri dels estudis inicials, reflectia la incapacitat técnica per
detectar algunes isoformes que en certes races es donen amb relativa freqliiéncia, pero a

baixa concentracio.

1.1.6. Polimorfismes genétics

El gen de I'apo(a) presenta polimorfisme de mida. Aquest polimorfisme guarda una relacié

directa amb la mida de la proteina que codifica [Lindahl et al., Koschinsky et al.,1990].

Estudis en families han revelat una heréncia codominant per aquest caracter i han

demostrat la cosegregacié d’aquest polimorfisme amb el de mida de la proteina.
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L’evidencia més directa d’aquesta relacié la donen els estudis de restriccié del DNA gendmic
amb I'enzim Kpnl. La digesti6 del DNA gendmic amb aquest enzim conserva sencer el
nombre de repeticions del kringle IV, [Lackner et al., 1991], demostrant que la mida de la
proteina es relaciona amb el nombre de repeticions del KIV del gen. Aquesta metodologia ha
estat aplicada pel nostre grup en I'estudi del polimorfisme de mida del gen a les nostres

mostres.

Malgrat la bona correlacié entre les técniques de determinacié del fenotip i genotip (s’ha
descrit una excel-lent relacio lineal entre el logaritme del niumero de kringles i la distancia a
la que migra lisoforma en un gel d’agarosa), les diferéncies en la sensibilitat de la
determinacié d’'un o altre han estat evidents [Valenti et al, 1997], adhuc emprant técniques
d’alta resolucié [Aveynier et al, 1998]. En la poblacié de raga blanca aplicant técniques
estandards per la determinacié del fenotip d’apo(a), no es detecten al voltant del 30% dels
allels rad per la que s’obté una frequéncia elevada d’individus homozigots. Per tant alhora
d’abordar I'estudi d’aquesta lipoproteina és necessari avaluar els avantatges i inconvenients

que presenta cadascuna de les técniques.

1.2. Funcié de la Lipoproteina (a)

No es coneix perd es distingeixen algunes relacionades amb la seva similitud estructural i

funcional amb el plasminogen.

1.2.1. Funcié LBS

El plasminogen mitjangant els seus dominis o kringles té la capacitat de reconeixer lisines,
principalment residus de lisina carboxi-terminal. Les regions dels kringle que intervenen en
aquesta unié s'anomenen LBS (Lisyne Binding Site) i la propietat que li confereixen, funcio
LBS.

La funcié LBS és responsable de la unié del plasminogen a la lisina-Sefarosa i el que és
més important, de la unié del plasminogen i la plasmina a substrats com la fibrina, a
inhibidors i a receptors cel-lulars. La funcié LBS del plasminogen pot ser inhibida per la
mateixa lisina i els seus analegs com l'acid e-aminocaproic (¢ AAC) i I'acid tranexamic [Mc

Cance et al., 1994] i no és una propietat exclusiva d’aquesta proteina, doncs altres proteines
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de coagulacié i la fibrinolisi com la protrombina, el factor Xll, la urokinasa, i I'activador

tissular del plasminogen (tPA), també I'exhibeixen.

L’estructura de la regié LBS es conserva relativament intacta en la majoria de proteines amb
aquesta funcié [Tulinsky et al., 1988]. Els estudis de ressonancia magnética i de
minimitzacié d’energia la descriuen com una superficie dipolar separada per una regié
hidrofobica de residus aromatics.

Dels cinc kringles del plasminogen el kringle | és el que té més afinitat per la fibrina mentre
els kringle 11'i lll sén llocs de poca o débil afinitat i el kringle IV d’una afinitat intermédia. En el
KIV set aminoacids, dos d’anionics ( Asp® Asp®’), dos cationics (Lys* Arg”") i tres d’apolars
(Trp®2 Phe® i Trp’?) formen la regié LBS i son els responsables de la unié de la plasmina als

residus de lisina.

A I'igual que el plasminogen, la Lp(a) s’uneix a la lisina-Sefarosa, i també ho fa a la matriu
extracel-lular, a proteines de la matriu i a varis tipus de cél-lules, incloent hepatocits,
monocits i cél-lules endotelials. Aquesta interaccié també pot ser inhibida al menys en part

per lisina i els seus analegs.

Tenint en compte la similitud entre I'apo(a) i el plasminogen és de suposar que un o més del
KIV de l'apo(a) estiguin implicats en aquesta uni6. Els estudis d’afinitat de fragments
obtinguts en el trencament proteolitic de la Lp(a) han determinat que en la interaccié hi
intervenen sequéncies localitzades en I'extrem carboxi-terminal que compren del kringles

KIV; al domini serin-proteasa [Huby et al. , 1995].

De tots els kringle IV de I'apo(a) humana, el que conserva millor els aminoacids claus de la
funcié LBS del plasminogen és el KIV4 que té sis dels set aminoacids i el seté en la posicio
35 amb un canvi conservatiu lisina per arginina En base a la seva seqiiéncia als altres

kringles de I'apo(a) se’ls calcula o bé una afinitat menor o nul-la.

Per tant, des dels inicis de la caracteritzacié de la funcié LBS en la Lp(a) tots els esforgos

s’han centrat en la investigacié d’aquest kringle.

De forma natural la Lp(a) de la mona rhesus presenta una pérdua important d’afinitat a
lisina-Sefarosa i a cultius de mondcits quan es compara amb la Lp(a) humana. La

sequéncia d’aminoacids del kringle IV, de la seva apo(a) mostra una substitucié Trp — Arg
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en l'aminoacid 72 considerat clau per aquesta funcié [Scanu et al.,, 1993]. El canvi
d’aminoacids sembla ser la causa principal de la pérdua de funcié LBS de l'apo(a) en el
primat. Aquesta hipotesi es veu reforgada pel fet que en la lesié ateromatosa de primats amb
concentracions plasmatiques elevades de Lp(a), aquesta lipoproteina no es detecta

conjuntament amb les restes de fibrina [Kusumi et al,1993].

El fragment del gen d’apo(a) corresponent al KIV,y ha estat clonat a partir del cDNA hepatic

i expressat en E. coli. Aquest procés ha permés I'obtencioé de quantitats suficients de kringle

funcional per ser utilitzats en la caracteritzacio de les seves propietats fisiques, I'analisi de
la constant de dissociacidé en front de diversos analegs de lisina i la capacitat d’'unir-se a
fibrinogen tractat amb plasmina i de prevenir la unié de la Lp(a) al fibrinogen [LoGrasso et
al., 1994]. Els resultats indiquen que el KIV4, contribueix de forma decisiva a la interaccié de
I'apo(a) i el plasminogen.

La substitucié de dos dels residus anidnics claus de la funcié LBS del KIV,o, Arg® "%

per Ala
dona lloc a una proteina recombinant [r-apo(a)] que expressada en un cultiu cel-lular és
capag de retenir tant sols un 30% de la capacitat LBS de la proteina salvatge [Boonmark i
Lawn, 1997]. En aquest estudi es troben també diferéncies significatives en la deposicié
d’'apo(a) en la paret dels vasos entre els ratolins transgénics que expressen la proteina
recombinant mutada o els que expressen la salvatge, suggerint una correlacié entre la
pérdua d’afinitat per la lisina i la capacitat de deposicié d’apo(a) en les lesions ateromatoses

i corroborant els resultats dels estudis anteriors.

Un segon lloc d’interaccié de Lp(a) amb substrats bioldgics ha estat descrit entre els kringles
IVs i IVg. Aquesta segona regiod (LBS Il) presenta una afinitat per la lisina més deébil i és la
responsable de la interaccié6 no covalent entre I'apo(a) i 'apoB100. En el context de la
particula sencera, la LBS Il esta emmascarada per la unié covalent entre ambdues
proteines. [Ernst et al., 1995]. Emprant técniques suaus de separacié de I'apo(a) i I'apoB100,
s’ha demostrat que en I'apo(a) lliure el LBS Il és el responsable de la unié de la proteina al
fibrinogen modificat per la plasmina i compta també per la interacci6 amb la lisina
immobilitzada encara que com s’ha dit anteriorment, amb menys eficiéncia que el LBS del
KIV4 [Klezovitch et al., 1996]. Els autors postulen que la mesura amb la que aquesta
segona funcié LBS queda impedida per la unié covalent amb I'apoB100 i amb les LDL

determina la intensitat de la unié de I'apo(a) al fibrinogen modificat per la plasmina.
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En la figura 3 es representa esquematicament la Lp(a) i s’assenyalen els kringles

responsables de la funcié LBS

Recentment, la descripcié de la primera estructura cristal-lografica d’'un dels kringles amb
funcié LBS 11, el KIV7[Ye et al., 2001] ha ajudat a entendre millor les diferéncies de capacitat
entre ambdues funcions LBS. En el KIV, on l'afinitat es 10 cops més débil que la mostrada
pel KIV,, [Rahman et al., 2001], la preséncia d’'una tirosina en la posicié 62 juntament amb
la d’arginina en la posicid 35 facilita la formacid d'una xarxa de ponts d’hidrogen i
interaccions electrostatiques entre els aminoacids de la LBS (Arg®, Tyr® i Asp®) i un
residu periféric Tyr**. Aquesta interaccié restreny la flexibilitat de la funcié LBS del kringle
reduint l'adaptabilitat de la lisina i els seus analegs. A més produeix una obstaculitzacio
estérica que elimina les interaccions necessaries per I'estabilitzacié dels lligants. Aquests
subtils perd critics canvis semblen ser els responsables de les diferéncies d’afinitat entre

ambdds kringles.

Malgrat tot, les bases moleculars que regeixen la unié de la Lp(a) a la fibrina i la contribucié
de cada kringle a la funcio LBS i a la uni6 al fibrinogen son encara lluny de desxifrar-se en la

seva totalitat.

En un estudi recent) [Rahman et al., 2001] s’ha intentat caracteritzar per separat ['afinitat
dels diferents kringles IV de I'apo(a) amb el fibrinogen i determinar la contribucié d’aquests a
la interaccié global al temps que s’examinava la seva capacitat de contribuir a I'efecte

antifibrinolitic de I'apo(a).

Utilitzant un sistema d’expressié en bacteris s’ha purificat els kringles d’apo(a) : KIV;, KlIVz,
KIVg A Cys (al que li manca la cisteina lliure) i KIVo,i s’han generat tres mutacions de KV
dues corresponents al residu Trp’® que juga un paper important en I'estabilitzacié de lligants
( KIV4o Trp”®— Arg, KIV4o Trp®— Phe)i un altre corresponent al residu Arg* I'Gnic residu

d’aminoacid de la LBS no idéntic al KIV del plasminogen (KIVqoArg *°* — Lys).

Aquests estudis han demostrat que KIV; i KIV4 tenen regions sensibles a la lisina i a la
prolina capaces de fer de mitjanceres en la unié de la Lp(a) al fibrinogen modificat per la
plasmina, mentre KIV; i KIVg tenen poca o nul-la afinitat. Els mutants de KIV,, conserven la
funcié LBS segons el tipus de mutacié i aquesta es correlaciona amb la seva capacitat per

unir-se al fibrinogen, Mentre amb el canvi Trp’°>— Arg s’elimina tant la capacitat d’unir-se a
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lisina com a fibrinogen, el canvi conservatiu de Trp’® — Phe aixi com Arg * — Lys redueixen
I'habilitat sense anul-lar-la. Es important destacar, perd que malgrat la seva capacitat per
interaccionar amb el fibrinogen, ni KIV; ni els mutants de KIV,o tenen cap efecte observable

en la fibrinolisi in vitro.

Figura 3 Esquema dels kringles responsables de la funcié LBS
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(Adaptat de Scanu, 1999)

La funcié LBS de la Lp(a) varia en la poblacié [Armstrong et al., 1990]. Aquesta variabilitat és
deguda en part al polimorfisme de KIV4, perdo alhora és consequéncia daltres factors
estructurals també heterogenis entre els que es troba la composicié lipidica i glucidica.
Segons aquesta propietat, la Lp(a) plasmatica es pot fraccionar en espécies que s’uneixen
(Lp[a]-Lys™) o que fallen en aquesta propietat (Lp[a]-Lys’). La proporcié de cadascuna de les

fraccions depén de I'individu estudiat [Bas Leerink et al., 1992].

Una publicacié recent ha questionat la fiabilitat dels resultats obtinguts en I'avaluacié de la
funcié LBS in vitro. Els autors [Xia et al., 2000] han trobat que la purificacié progressiva de
la Lp(a) per diversos metodes déna com a resultat un increment progressiu en la fraccié
Lp(a)-Lys" i una disminucié de la fraccio Lp(a)-Lys ~ Al mateix temps, I'addicié6 de LDL o
fibronectina purificada a Lp(a) purificada en una relacié 1 molar redueix la fraccié Lp(a)-Lys*
en un 34 i 20% respectivament mentre I'addicié conjunta d’ambdues substancies ho fa en un

45%. Aquests resultats podrien indicar que I'heterogeneitat de la funcié LBS no és una



Introduccid 23

caracteristica intrinseca de la lipoproteina si no més aviat el resultat en gran part de la seva
habilitat per associar-se de forma no covalent a d’altres components abundants en el
plasma com ara les LDL i la fibronectina. Aquesta interaccio podria emmascarar la zona LBS
del kringle KIV4, de I'apo(a) que actua de mitjancera en la unié. De confirmar-se, aquesta

caracteristica haura de ser avaluada en els treballs que es realitzin en un futur

El poder aterotrombotic de la Lp(a) ha estat sovint relacionada amb la seva capacitat per
interferir en els processos de la fibrinolisi perd també, amb altres processos que impliquen la
interaccio de la particula amb cél-lules, receptors, i substancies de la matriu extracel-lular.
Alguns d’aquests processos faciliten la deposicié de colesterol com a primer pas en el
mecanisme de formacio de la placa d’ateroma. Tots ells, tenen en comu que probablement
s’hi troba implicada la funcié LBS com a mecanisme d’interaccié. Aquesta és I'iinica funcio

que la Lp(a) no comparteix amb les LDL, .

La contribucié de la funcié LBS a la malaltia cardiovascular no ha estat suficientment
estudiada, probablement per la dificultat dels meétodes cromatografics tradicionals per
caracteritzar-la. El desenvolupament d’un immunoassaig [Hoover-Plow et al., 1996] per
avaluar la funcié LBS va permetre al nostre grup quantificar aquesta funcié en pacients amb
infart prematur i relacionar-la amb altres caracteristiques de I'apo(a), concentracié i
polimorfisme de mida assenyalades com a contributives de capacitat aterotrombotica en la
lipoproteina (a). L’afinitat de I'anticos per la Lp(a). utilitzat en I'assaig es anul-lada totalment
per la preséncia d’acid epsilon-aminocaproic indicant la seva especificitat per la regiéo LBS

de la proteina.

1.2.2. Efecte de la Lipoproteina (a) en el sistema fibrinolitic

Com a resultat de I'activacio del sistema fibrinolitic, es genera plasmina. La plasmina desfa
la fibrina dipositada en els vasos sanguinis per I'activitat homeostatica. El seu precursor, el
plasminogen, mitjangant la funcié LBS dels seus kringles s’'uneix a la malla de fibrina dirigint
la unié del seu activador tissular (t PA). D’aquesta forma, la plasmina és generada en la
seccio interior del diposit de fibrina dissolent-la i exposant els residus de lisina carboxi-
terminal per amplificar la resposta. Un cop la fibrina s’ha desintegrat, el mecanisme s’atura i

'endoteli vascular no allibera més tPA. Llavors la plasmina circulant romanent i el tPA sén
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inutilitzats pels seus corresponents inhibidors, I'alfa 2 antiplasmina i I'inhibidor de I'activador

tissular del plasminogen (PAI-1).

La Lp(a) mitjancant la funcié LBS té la capacitat de modular la fibrinolisi competint amb el
plasminogen per la uni6 a la fibrina [Loscalzo et al, 1990]. Havent perdut la funcié enzimatica
caracteristica de la plasmina, la unié competitiva de la Lp(a) als residus de lisina de la fibrina
actua a favor de I'acumulacié de fibrina i lipids en la paret cel-lular. Els estudis in vitro sobre
la naturalesa trombogénica de la Lp(a) suggereixen que l'afinitat de cada isoforma d’apo(a)
per la fibrina, depén en primer lloc de la mida de I'apo(a) i de forma secundaria de la seva
concentracié plasmatica, encara que totes dues estan relacionades [Hervio et al., 1993,
1996, Bas Leernik et al., 1994]. Un dels objectius del nostre grup ha estat estudiar la relacio
entre la mida de l'apoproteina i la funci6 LBS avaluada de forma quantitativa. La
caracteritzacio de la mida de la proteina mitjangant la determinacié del genotip ens ha
permés obviar els problemes de deteccié que presenten les técniques de determinacié del

fenotip que podrien interferir en els resultats obtinguts.

L'efecte que els canvis en les concentracions de Lp(a) tenen in vivo en l'activacio del
plasminogen s’ha investigat en la Sindrome Nefrotica [Soulat et al., 1999]. L’'increment en la
unié de la Lp(a) a fibrina observat durant els episodis d’aquesta Sindrome es relaciona
directament amb la concentracié de Lp(a) i inversament amb la de plasminogen. Es de
destacar que no es troba correlaci6 amb altres parametres lipidics que també manifesten

amplies variacions en aquest periode [Soulat et al., 2000].

La interaccio de la Lp(a) amb el plasminogen s’estén al procés fibrinolitic que te lloc a
I'endoteli, el qual juga un paper critic en la regulacié del procés trombotic en virtut de la seva

connexié superficial al sistema fibrinolitic.

Les cél-lules endotelials sintetitzen i segreguen tPA el qual pot unir-se com a minim a dos
llocs de la superficie cel-lular. Aquests llocs d’'uni6 mantenen la seva activitat catalitica i el
protegeixen del seu inhibidor fisioldgic PAI-1. La unié del plasminogen als receptors
cel-lulars s’associa amb un increment fins a 12 vegades en l'eficiéncia del tPA per generar
plasmina. [Scott, 1989].

L’acoblament del plasminogen i tPA a les cél-lules de I'endoteli és un dels mecanismes pel

qual aquestes regulen la fibrinolisi. La Lp(a) interfereix en el procés inhibint la unié de Glu-
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Plg als seus receptors impedint la formacié de plasminogen i plasmina [Hajjar et al., 1989].
En la figura 4 es resumeix esquematicament el sistema fibrinolitic endotelial i la intervencio

de la Lp(a) en el mateix.

La competéncia de la Lp(a) amb el plasminogen pels receptors cel-lulars, no es limita a les
cél-lules endotelials sind que s’estén als receptors de cél-lules monocitiques [Gonzalez-
Gronow et al., 1989]. La interacci6 és depenent del temps, especifica, saturable,
independent de preséncia en el medi d’ions bivalents i sensible a la temperatura,
caracteristiques que també mostra la unié del plasminogen a les cel-lules endotelials.
L’afinitat d’ambdues particules és similar pero, la Lp(a) té aproximadament deu vegades

menys punts d’unié que el plasminogen [Miles et al., 1995].

Un dels receptors cel-lulars de I'endoteli que participa en la interaccié amb el plasminogen i
la Lp(a), ha estat identificat. Consta de dos components, un d’ells és el receptor propiament
dit i laltre és una proteina citoesquelética, actina que juga un paper important en la
localitzacié i unié del plasminogen a la superficie de la cél-lula [Dudani i Ganz, 1996]. Els
estudis in vitro amb actina purificada han confirmat que el plasminogen s’hi uneix d’'una
forma saturable i amb relativa afinitat. Ensems, ha estat demostrada la capacitat de la Lp(a)

per unir-s’hi.

Per ultim la reduccié en la formacié de plasmina es veu facilitada per un tercer mecanisme,

la interaccié de la Lp(a) amb el PAL.

El PAI-1 esta considerat el regulador més important del sistema fibrinolitic mitjangcant la seva
interaccio amb els activadors del plasminogen entre els que es troba el tPA. La interaccid
entre la Lp(a) i el PAI-1 va ser descrita per primer cop fa una década [Etingin et al., 1991]
quan es demostra que en cultius de cél-lules endotelials la Lp(a) era capa¢ d’incrementar
l'activitat del PAI-1 sense alterar els nivells de tPA. La descripcié dels polimorfismes
genetics del PAIl ha permés constatar que la Lp(a) exerceix un efecte potenciador sobre
'expressio de PAIl i que aquest efecte és depenent del polimorfisme genétic d’aquesta
proteina [Li et al., 1997].

Coincidint amb la descripcio de la regulacié del PAI-1 per la Lp(a), s’ha descrit en mondcits
una important induccid del RNA missatger de [l'inhibidor de [Iactivador tissular del

plasminogen tipus 2 (PAI-2) en pacients amb concentracions plasmatiques elevades de
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Lp(a) [Buechler et al, 2001]. Aquesta induccié sobre una de les formes polimorfiques del
PAI, condueix a l'increment dels nivells intracel-lulars i a la secrecié de PAI-2 per aquestes

cel-lules.

1.2.3. Afinitat de la Lipoproteina (a) pels components de la matriu extracel-lular

La matriu vascular extracel-lular esta formada per una densa xarxa de proteines i
proteoglicans [Wight, 1995]. Entre les proteines majoritaries de la matriu es troben: el
col-lagen, la fibronectina, la laminina i la vitronectina. Els proteoglicans estan formats per
cadenes de glicosaminoglicans amb fortes carregues negatives unides covalentment a una

proteina situada en el nucli.

Els proteoglicans es diferencien per la seva proteina i pel nombre, mida i seqiieéncies de les
cadenes monosacarid dels glicosaminoglicans. Els glicosaminoglicans majoritaris de la

matriu extracel-lular sén I'heparan sulfat, condroitin sulfat i dermatan sulfat.

Les lipoproteines amb apoB100 poden interaccionar amb els proteoglicans. L’apoB100,
conté en la seva superficie, sequéncies carregades positivament que poden associar-se
amb les fortes carregues negatives dels proteoglicans de l'intima [Hurt-Camejo et al., 1997] i

contribuir d’aquesta forma al procés aterogenic.

L’afinitat de la Lp(a) pels glicosaminoglicans va ser suggerida per primer cop per Dahlen i els
seus col-laboradors quan demostraren que la Lp(a) és capag¢ d'unir-se a columnes de
Sefarosa amb glicosaminoglicans en preséncia de ions bivalents de calci independentment
del tipus de glicosaminoglica [Dahlen et al. , 1978]. Posteriorment altres autors [Bihari-Varga
et al.,, 1988] confirmaren que la interaccid de la Lp(a) amb els glicosaminoglicans de la
paret arterial es feia a expenses I'apoB100, reduint la interaccié de l'apo(a) a quasi

testimonial.

La descripcié de métodes d’obtencié d’apo(a) que no danyen l'estructura de la proteina i les
noves possibilitats que ofereixen els estudis d’interaccié amb fragments d’apo(a) generats
enzimaticament [Edelstein et al., 1996], han proporcionat un nou punt de vista en la

interaccio de la Lp(a) amb les proteines i proteoglicans de la matriu extracel-lular de forma
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que actualment es pot considerar que ambdues apolipoproteines, apoB100 i apo(a) hi sén

implicades.

Figura4 Interaccié de la Lp(a) en el sistema fibrinolitic endotelial
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1. Conversio6 de Glu-PLG a Lys PLG per la plasmina localitzada en la superficie de I'endoteli.
2. Activacioé del plasminogen pel tPA

(Adaptat de Scott, 1989)

La interaccid entre l'apo(a) i els proteoglicans ha estat estudiada en la decorina, un
proteoglica format per una proteina de 36 kDa i una sola cadena de glicosaminoglicans
(dermatan sulfat). Aquest proteoglica és sintetitza a I'endoteli vascular i les cél-lules
musculars llises i es colocalitzat amb el col-lagen tipus | en la lesié primaria de la placa

d’ateroma [Klezovitch et al., 1998].

L’apo(a) lliure s’'uneix a la proteina de la decorina pero no al seu glicosaminoglica. Aquesta
unid es veu reduida si es destrueix I'estructura dels seus kringles indicant que la seva
conservacio és un requeriment essencial per la unié. Els estudis d’afinitat dels fragments

generats per I'elastasa han permés demostrar que la decorina s’uneix a I'extrem carboxi-
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terminal de l'apo(a) si bé el fet que aquesta interaccié no sigui alterada per compostos
analegs de la lisina com 'EACA fa pensar que no hi intervé la funcié LBS. En la uni6
s’impliquen tant interaccions electrostatiques entre I'apoB100 i els glicosaminoglicans com

hidrofobiques entre I'apo(a) i la proteina.

Les LDL i la Lp(a) semblen establir una interaccié cooperativa en la matriu mitjancada en
bona part pels glicosaminoglicans dels proteoglicans [Lundstam et al, 1999], segons aquesta
hipotesi, la interaccié de la Lp(a) amb proteoglicans, del tipus condroitin sulfat incrementaria
la unioé de lipoproteines amb apoB100 a la matriu. Un cop unida a la matriu, la Lp(a) i en
menor mesura les LDL, crearien nous llocs d'unié probablement per un procés
d’autoagregacié Aquests resultats, han estat obtinguts en cultius de cél-lules musculars
llises que son probablement les que més contribueixen als components macromoleculars de

la matriu de I'intima arterial i que estan fortament implicades en els processos aterogénics.

1.2.4. Afinitat de Lipoproteina (a) / apolipoproteina (a) per altres substancies

L’interés per comprendre els mecanismes precisos pels quals les concentracions
plasmatiques elevades de Lp(a) incrementen el poder aterotrombotic de la Lp(a) ha portat a
alguns investigadors a la recerca de proteines que actuin com a lligants de I'apo(a) i que
puguin explicar les seves funcions fisiopatoldgiques. Entre aquestes s’ha descrit la p2-
glicoproteina. Aquesta proteina amb una sequéncia Unica d’aminoacids rica en prolina i
cisteina s’estructura en 5 moduls repetits que es relacionen amb la superfamilia de les
proteines que controlen el complement. La seva interaccié amb la Lp(a) in vivo podria estar
mediatitzada per les repeticions del kringle KIV; pel kringle KIVg 0 per ambdds [Kochl et al.,
1997]. Malauradament no se li ha assignat cap funcié metabodlica concreta raé que dificulta
explicar-ne la relacié. S’ha suggerit que pot jugar un paper en el metabolisme dels
triglicérids. A més la B2-glicoproteina exhibeix propietats anticoagulants inhibint diferents
processos com l'activacio per contacte en la via intrinseca de la coagulacié, I'agregacié de
les plaquetes depenent de I'ADP, i I'activitat protrombinasa de les plaquetes. Aquestes
funcions podrien ser modulades per la interaccié de la Lp(a) dotant a aquesta particula d’'un

nou mecanisme d’interferéncia en el procés de la coagulacié sanguinia
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1.2.5. Mutacions en I’apoproteina (a) associades a canvis en la seva funcié

La recerca de mutacions en l'apo(a) relacionades amb canvis en la funcié6 d’aquesta
lipoproteina ha donat de moment pocs resultats. La mutacié Trp’®> — Arg del kringle KIV,o de
'apo(a) observada en la mona rhesus, responsable de la perdua de funcié LBS en la Lp(a)
d’aquests primats, ha estat descrita també en humans [Scanu et al., 1994] si bé afecta tant
sols al 2% de la mostra estudiada. El seu significat biologic i patologic és incert. No obstant,
donat el paper critic que aquest aminoacid juga en la funcié LBS bé podria ser la causa de
pérdua d’afinitat pel fibrinogen. Des del punt de vista de la malaltia cardiovascular, si es
pogués extrapolar in vivo el concepte que per inhibir la conversié de plasminogen a plasmina

és necessaria la funcio LBS del kringle 1V 1o la mutacié es podria considerar com a favorable.

El concepte de polimorfisme en la funcié LBS de la Lp(a) s’ha ampliat amb la descripcié d’'un
fenotip de “superafinitat”. Trobat en el 4% d’'una mostra d’individus de raga caucasica
(americans i mediterranis), la seva Lp(a) presenta una afinitat pel fibrinogen superior en tres
a quatre vegades a la dels altres individus, similar a la que presenta 'apo(a) lliure en el grup
control on la funcié LBS Il no es veu impedida per la unié de les LDL. [Scanu et al., 1997]. La
incidéncia familiar d’aquest fenotip amb independéncia dels nivells plasmatics de Lp(a),
estat nutricional, edat, sexe o tipus de desordre lipidic, déna suport al seu origen genétic. Si
s’accepta que l'increment en I'afinitat pel fibrinogen d’aquests pacients es fa a expenses de
la segona funcié LBS (kringles KIVs a KlIVg) es pot especular que els pacients amb Lp(a)
d’alta afinitat podrien presentar modificacions estructurals potser relacionades amb la
composicié lipidica de la particula que els comportaria una apo(a) més exposada.
Alternativament també es podria pensar en sequéncies mutades en aquests kringles. En
qualsevol cas, la identificacio de Lp(a) d’alta afinitat afegeix un nou polimorfisme funcional

que pot ser rellevant en la patologia cardiovascular.

Un darrer estudi ha descrit una mutacioé en el KIVs Pro'? — Trp en el kringle Vg, un dels
constituents de I'anomenat segon domini d’'unié a la lisina (LBS-Il) [Prins et al. , 1997].
Aquesta mutacié que es dona tant sols en el 2% d’'una mostra de la poblacié holandesa
sembla incidir en I'afinitat de la Lp(a) amb el fibrinogen perd no ha estat descrita en altres

poblacions.

La importancia de la funcié LBS com a mitjancera de la interaccié de la Lp(a) per la fibrina,

receptors cel-lulars i substancies de la matriu i la descripcié de les mutacions esmentades
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aixi com la ben caracteritzada substitucid en els aminoacids de la LBS de 'apo(a) de la
mona rhesus, va encoratjar el nostre grup a cercar noves mutacions en la poblacié

mediterrania en el kringle 1V principal responsable de la funcié LBS de la Lp(a).

1.2.6. Modificacions postranscripcionals associades a canvis en la seva funcio

1.2.6.1. Processos oxidatius

Els estudis in vitro, han demostrat que la Lp(a) oxidada amb malonaldehid [Haberland et al.,
1992] o coure [Naruszewicz et al., 1992] és captada de forma preferent pels receptors dels
macrofegs. La Lp(a) oxidada amb coure injectada de forma intravenosa en rates, és
rapidament eliminada de la circulacié sanguinia per un mecanisme de receptor scavenger
[de Rijke et al., 1992]

Darrerament, ha estat desenvolupat un assaig d’enzimoimmunoanalisi per mesurar el grau
d’oxidacio de la particula gracies a I'obtencié d’anticossos monoclonals que reconeixen un
epitop de la Lp(a) modificada amb un tractament oxidatiu. D’aquesta forma ha estat possible
demostrar la preséncia de Lp(a) modificada per estrés oxidatiu en sérum huma i el seu
augment en circulacié en pacients hipertensos aixi com la preséncia de Lp(a) oxidada en

lesions aterosclerotiques en humans [Yamada et al., 2000].

1.2.6.2. Processos proteolitics

En el procés de la fibrinolisi s’acumulen leucdcits neutrofils que per un procés de lisi cel-lular
0 per secrecidé poden alliberar elastasa, la qual en un entorn plasmatic és capag¢ de
degradar la fibrina. La modificacié de la Lp(a) per I'elastasa podria provocar canvis en la

seva funcié que modifiquin el seu poder aterotrombotic.

L’elastasa pancreatica [Edelstein et al., 1996] i leucocitaria [Edelstein et al., 1997] sén els
dos primers bioenzims dels que s’ha demostrat una accié proteolitica sobre I'apo(a) que és

independent de la mida de la proteina.
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Aquests enzims trenquen I'enllag lle - Leu en la regié d’'unié entre els kringles IV, i
IVs. Aquest tall genera dos fragments, un que representa el domini amino-terminal anomenat
F1 i laltre que representa el domini carboxi-terminal anomenat F2. Ambdds fragments
exhibeixen un comportament metabdlic, estructural i funcional diferent. El fragment F;,
sembla ser funcionalment inert i la seva mida varia d’acord amb la mida de la isoforma de la
que depeén. El fragment F,, que comprén de KlVs a la regié proteasa, té capacitat per unir-se
a les columnes de lisina-Sefarosa, a la fibrina i a la fibronectina i si s’incuba amb LDL és

capag de formar una particula anomenada mini Lp(a).

Els estudis metabodlics amb ratolins mostren que mentre els fragments F; injectats via
intravenosa son rapidament eliminats del plasma (T4 2.9 hores), els F, tenen una vida més

llarga (T12 5 hores) i s’excreten en quantitats marcadament inferiors en orina.

La recerca d’enzims inflamatoris implicats en processos proteolitics de la Lp(a) ha portat a
I'estudi de les metal-lo-proteinases, enzims metal-lo-dependents implicats en 'homeostasi de
la matriu extracel-lular que juguen un paper important en el procés aterosclerotic [Galis et al.,
1994].

Dins d’aquesta familia la metal-lo-elastasa de macroéfegs, també anomenada MMP-12 és un
enzim secretat per macrdfegs inflamatoris amb amplia activitat elastolitica sobre
macromolecules de la matriu com ara la fibronectina, la laminina, la vitronectina i els
proteoglicans., In vitro, la metal-lo-elastasa trenca I'apo(a) en I'enllag entre Asn *'¢j va|**'
situat al costat mateix, en direcci6 5 del lloc de tall de I'elastasa de neutrofils (NE)

[Edelstein et al., 1999].

La capacitat proteolitica in vivo de d’'ambddés enzims sobre la Lp(a) ha estat estudiada amb
dues soques de ratoli knock out per cadascun dels enzims (MMP-12" i NE™ ) [Edelstein et
al., 1999]. La injeccié d’'apo(a) evidencia que la generacié de fragments F; és controlada
mitjangant I'activitat MMP-12 atorgant a aquest enzim un paper important en la fisiopatologia

de la Lp(a).

Tots els animals injectats amb fragments F1 mostren en orina fragments de mida més petita
suggerint que els fragments d’apo(a) sén sotmesos a un segon trencament durant el transit

renal mitjangant un mecanisme independent de NE i MMP-12.
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L’alt grau d’homologia entre MMP-12 de ratoli i la humana [Shapiro et al., 1993] i el fet que
en plasma huma es trobi espontaniament fragments de mida similar a aquells trobats en el
plasma de ratoli al que s’ha injectat apo(a), fa que els autors d’aquest treball especulin sobre

la possibilitat d’extrapolar els resultats obrint un nou camp en la investigacié de I'accio de la
Lp(a).

Altres dos enzims actius en la matriu extracel-lular, la col-lagenasa IV d’origen bacteria i la
estreomelisina-1 (MMP-3) [Scanu, 1998] també sén capacos de tallar I'apo(a) ja sigui en la
seva forma lliure o unida a LDL. En cada cas, la seqiéncia de tall es localitza en el
connector entre els kringle 1V, i IVs, encara que la posicio de I'enllag peptidic és diferent que
la diana de l'elastasa pancreatica o leucocitaria. Es interessant remarcar que en liquid
sinovial del genoll de pacients amb artritis reumatoidea, s’ha trobat fragments d’apo(a) que
segons l'analisi electroforetic presenten una mida comparable als generats in vitro per

I'accio de I'elastasa leucocitaria [Scanu, 1998].

1.2.6.3. Processos lipolitics

La fosfolipasa A, i I'esfingomielinasa, representen dues classes d’enzims que romanen
actius en la paret de I'artéria. Ambdds han demostrat ser capagos de modificar, les LDL i la

Lp(a) in vitro.

Les LDL modificada per fosfolipasa A, s’'uneix amb més facilitat que les LDL nativa al
proteoglica, vesican [Hurt-Camejo et al, 1997]. Altrament la Lp(a) modificada per la
fosfolipasa A, s’uneix a lisina amb més afinitat que la Lp(a) nativa, probablement perqué en

el tractament es posa al descobert el LBS 1l de I'apo(a) [Hoover-Plow et al., 1998]

L’esfingomielinasa per altre part, promou la desestabilitzacio i I'agregacio de les LDL, procés
que s’ha relacionat amb la patogénia d’aquesta particula [Xu i Tabas, 1991]. No hi ha dades
disponibles sobre si I'enzim exerceix el mateix efecte en la Lp(a). Es important destacar
perd, que la digesti6 de Lp(a) amb esfingomielinasa no modifica la capacitat d’aquesta

d’unir-se a la lisina [Hoover-Plow et al., 1998].

1.2.7. Funcions fisiologiques de la Lipoproteina (a)
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El paper fisiologic de la Lp(a) en els humans roman encara incert. De fet els individus amb
concentracions plasmatiques de Lipoproteina (a) baixes o nul-les no presenten cap tipus de

malaltia o sindrome de deficiéncia.

La integracié de descobriments recents sobre I'estructura i metabolisme d’aquesta particula
lipoproteica ha permés formular algunes hipotesis relacionades amb les avantatges

evolutives que pot representar sintetitzar particules com la Lp(a) [Lippi et al., 1998].

1.2.7.1. La Lipoproteina (a) facilita la reparacié dels teixits

No és descabellat pensar que en el passat la Lp(a) hagi ofert avantatges evolutives als
humans promovent o accelerant la cicatritzaciéo de les ferides i la reparacid dels teixits
danyats i les lesions vasculars. Aquesta hipotesi es recolza en diverses evidéncies

biologiques.

La Lp(a) es comporta com un reactant de fase aguda. [Lippi et al., 1998]. El gen de I'apo(a)
conté diverses seqléncies que responen a l'accié de la Interleukina-6 (IL-6) [Wade et al.,
1993]. La IL-6 genera un augment marcat de la sintesi de mRNA, dosi depenent, que
condueix a l'acumulacié de particules de Lp(a) en cultius d’hepatocits [Ramharack et al.,
1998]. La capacitat de la Lp(a), mitjangant la funcié LBS, de ser reconeguda per receptors
de superficie de cél-lules endotelials, macrofegs, fibroblastes i plaquetes [Hughes et al,
1997] facilitaria aquest procés. Si bé encara no esta del tot clar si la particula de Lp(a) és
internalitzada directament o pel contrari és sotmesa a una degradacio extracel-lular prévia, la
gran quantitat de colesterol que transporta pot ser extret facilment i utilitzat en el lloc on

s’acumula.

A més del seu efecte reparador, la Lp(a) mostra caracteristiques de factor de creixement.
Promou el creixement de les cél-lules endotelials de la vena umbilical en un efecte sinérgic
amb factor de creixement dels fibroblastes i insulina [Takahashi et al., 1996] i en cultiu,
incrementa la proliferacié de céllules vasculars llises inhibint l'activacié del factor de

transformacié del creixement 3 [Grainger et al., 1994].
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Un procés versemblant comencgaria per la produccié de dany vascular que produiria una
resposta de fase aguda generada de forma concomitant per [lalliberament de varis
mediadors entre els quals la IL-6 que estimularia la sintesi hepatica d’apo(a) i 'augment de
Lp(a) en la circulacié. Poc després la Lp(a) s’acumularia en el lloc de la lesié i s’uniria als
receptors de les diferents cél-lules presents i a la fibrina inhibint la lisi del coagul. Al mateix
temps les propietats de factor de creixement promourien la reparacié del dany vascular
assegurant la regeneracio gracies a la gran quantitat de colesterol transportat. En la figura 5

es mostra un esquema de la funcio de la Lp(a) en la reparacio del teixit

Figura 5 Visio esquematica de la funcié de la Lp(a) en la reparacio dels teixits.
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La concentracié de Lp(a) no es veu modificada pels habits alimentaris. Es possible doncs,
que fa uns milions d’anys en els primats, amb habits alimentaris molt diferents dels nostres i
amb concentracions plasmatiques de colesterol total i LDL-colesterol més baixos que els
nostres, la quantitat de colesterol transportat per la Lp(a) pogués representar una font
important de substrats per la regeneracio i el creixement La colocalitzacié de I'apo(a) amb
apoB en teixits en procés de cicatritzacio recolza aquesta hipodtesi [Yano et al., 1997]. El fet
que tant sols en un cinc per cent de les mostres es trobi apoB sense apo(a) suggereix que

I'origen d’aquesta apoB és la Lp(a) i no pas les LDL.

1.2.7.2. La Lipoproteina (a) i el cancer

La relacio clinica entre la Lp(a) i el cancer és encara poc clara. La concentracié de Lp(a)
sovint esta augmentada en els pacients amb aquesta patologia respecte els controls sans

independentment del tipus i grau de malignitat del tumor [Wright, 1989].

L’angiostatina, fragment del plasminogen que es genera per proteolisi en processos
cancerigens inhibeix la neovascularitzacié de tumors i metastasis [O’Relly, 1997]. Tenint en
compte el grau d’homologia de I'apo(a) amb el plasminogen, és plausible que els fragments
d’'apo(a) generats en la degradacio fisiologica de la Lp(a) tinguin propietats similars i
redueixin el creixement i I'extensio dels tumors. Malgrat ser atractiva, la hipdtesi presenta
algunes dificultats. Per una part la Lp(a) té una funcié semblant a la del factor de creixement
amplament reconeguda que entra en contradicci6 amb un eventual efecte inhibitori de
I'angiogenesi. Per I'altre 'administracié sistematica de proteines amb kringles no inhibeix la

neovascularitzacio i el creixement de metastasis en els tumors primaris.

1.2.7.3. La lipoproteina (a) pot ser un succedani de I’ascorbat

Segons la teoria del premi Nobel Linus Pauling [Rath, Pauling 1990] la malaltia
cardiovascular és una condicié degenerativa induida per la manca cronica d’ascorbat, en la
que la gran deposicié extracel-lular de Lp(a) representa un mecanisme defensiu de caire
bioldgic molt potent Aquesta teoria es basa en la consideracié que la Lp(a) es troba en
primats i conillets d’'indies, espécies que han perdut la capacitat de sintesi de novo de

vitamina C, en el fet que en animals d’experimentacié I'administracié d’ascorbat a dosis 40
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mg/kg de pes/dia prevé 'acumulacié de Lp(a) i el desenvolupament de lesié arteriosclerodtica
[Rath, Pauling 1990] i en que ambdues molécules podrien compartir algunes propietats

basiques .

Des de les hores perd, no ha estat publicat cap altre estudi experimental que relacioni la
Lp(a) amb l'ascorbat en humans. Els estudis posteriors han estat incapagos de demostrar
la preséncia de material immunoreactiu semblant a la Lp(a) en plasma o0 mRNA en el fetge
del conill d’indies suggerint que el material identificat originalment per Rath i Pauling podrien
ser proteines o polipétids amb reactivitat creuada [Lawn et al., 1995 ] i finalment el
suplement amb altes dosis d’ascorbat en pacients amb malaltia coronaria prematura no
produeix un descens important de la concentracio plasmatica de Lp(a). Tot plegat indicaria

que la relacié entre la Lp(a) i la vitamina C necessita més investigacio per ser confirmada

2. Concentracié de Lipoproteina (a) en plasma i el seu significat en la

patologia humana

Actualment encara es desconeixen alguns aspectes relatius al metabolisme i possible funcié
de la Lp(a). Malgrat tot, les evidéncies que la relacionen amb la patologia vascular varen
apareixer molt aviat en nombrosos estudis i des de les hores les concentracions elevades en

plasma s’han considerat factor de risc independent de patir malaltia cardiovascular.

La concentracié de Lp(a) pot variar fins a mil vegades entre diferents individus perd es
manté remarcablement constant amb l'edat, la dieta i la major part dels tractaments

coneguts efectius en la reduccié dels nivells plasmatics d’altres lipoproteines.

21. Contribucié dels polimorfismes de mida de I’apoproteina (a) a la concentracié

plasmatica de Lipoproteina (a)

La mida de I'apo(a) es relaciona de forma inversa amb la seva concentracié plasmatica
[Utermann et al.,, 1987]. Ambdues caracteristiques estan regulades pel gen de I'apo(a) i
cosegreguen juntes. La mitjana de la concentracié plasmatica de Lp(a) en individus amb
isoformes petites, és superior a la dels individus amb isoformes grans. Si prenem com
exemple la classificacié d’Utermann, la concentracié mitjana de Lp(a) dels individus tipus B

és 10 vegades més alta que dels individus tipus S,4. En la taula 2 es mostren els resultats
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que relacionen la mida del gen, de la proteina i la concentracié plasmatica de Lp(a) obtinguts
en dos estudis citats en la bibliografia [Utermann, 1989; Kraft et al., 1992]. En individus
heterozigots la concentraci6 de Lp(a) tendeix a ser quasi igual a la suma de les

concentracions assignades a les seves respectives isoformes.

Els estudis en cultius cel-lulars d’hepatdcit de mona suggereixen que aquesta correlacio esta
relacionada amb l'eficacia de processament postranscripcional de I'apo(a) [White et al.,
1994], en concret amb la glicacié de la proteina. En aquest procés, que té lloc en el reticul
endoplasmatic, les isoformes més grans romanen més temps en aquest organul i tenen per

aquesta causa més possibilitats de ser degradades.

Malgrat la variacid en la concentracié plasmatica de Lp(a) associada a un mateix al-lel
heretat per individus diferents és inferiors a 2,5 vegades [Perombelon et al.,1994], en
individus no relacionats la mateixa isoforma pot variar fins a dues-centes vegades indicant

que altres factors poden també controlar la concentracié plasmatica de Lp(a)

La distribucié de la concentracid plasmatica de Lp(a) presenta variacions étniques
importants [Helmhold et al., 1991]. Mentre en la poblacié caucasica i asiatica esta fortament
esbiaixada a l'esquerra, en afroamericans és quasi normal. Aquests darrers, presenten
concentracions de Lp(a) varies vegades més elevades que els individus de racga blanca. Es
important remarcar que les concentracions so6n també més elevades en cada fenotip
individualment [Rotimi et al., 1997]. Aquestes diferéncies han portat alguns autors a formular
la hipotesi que el control genétic de les concertacions de Lp(a) és diferent en la poblacié

africana que la caucasica [Scholz et al., 1999].

En la poblacié caucasica aproximadament el 90% de la variabilitat en la concentracio
plasmatica de la Lp(a) esta regulada per la sequéncia del gen de I'apo(a) [Boerwinkle et al.,
1992]. Prop d'un 70% d’aquesta variacié pot ser explicada pel polimorfisme de mida de
'apo(a) [Boerwinkle et al., 1989]. En la poblacié de raga negra en canvi, la regulacioé que el
gen exerceix sobre els nivells plasmatics es redueix a un 78% [Mooser et al., 1997] mentre
tant sols el 38% d’aquesta variacio pot ser explicat pel polimorfisme de mida de la proteina
[Kraft et al., 1996].

Les diferéncies que s’estableixen entre la contribucid del polimorfisme de mida de la

proteina i el que és explicat genéticament, fan pensar que altres polimorfismes aixi com



Introduccié 38

altres gens i en menor mesura factors no genétics tenen un paper en la regulacié de la seva

expressio.

2.2. Altres factors reguladors de les concentracions plasmatiques

2.2.1. Factors genétics

El gen de I'apo(a) presenta altres polimorfismes de sequiéncia que han estat relacionats amb
els nivells de sintesi de la proteina i que podrien explicar part de la contribucié no atribuida

al polimorfisme de mida.

La concentracié de Lp(a) ha estat relacionada amb el polimorfisme de repeticié d’'un
pentanucleodtid (TTTTA).= 7.11 situat en I'extrem 5’, en la regié promotora del gen a 1,4 Kb de
la seqliencia senyal. [Mooser et al., 1995]. Dels 10 genotips diferents que genera, els al-lels
de 8 i 9 repeticions sbén els més freqlients, mentre els de més de 9 repeticions sén comuns
en individus de raca caucasica i els de menys, en individus de raga negra. Alguns autors,
han trobat un efecte multiplicador en la interaccié d’aquest polimorfisme amb el de mida de

la proteina [Rosby i Berg., 2000].

Una altra mutacié, +93 C/T en la regi6 no traduida de lI'extrem 5 introdueix un codé
addicional ATG d’inici de la transcripcié que in vitro redueix fins un 60% la traduccié de la
proteina [Zysow et al., 1995]. Aquest polimorfisme mostra un impacte significatiu en la
concentracié de Lp(a) en africans perd no en caucasics, probablement perqué en individus
caucasics el seu efecte queda emmascarat pel desequilibri d’unié de l'al-lel +93T amb els
al'lels de mida intermédia i amb I'al-lel de 9 repeticions del polimorfisme del pentanucleotid
[Kraft et al., 1998].

Altres polimorfismes detectats en I'analisi de la sequéncia de nucleotids del gen de I'apo(a)
es troben en la posicié —=773 i en la posicié +121 i consisteixen en el canvi d’'una base (G/A).
[Ichinose i Kuriyama, 1995]. D’aquests, el que correspon a la posicié +121 de la transcripcio

s’associa amb una regulacio positiva en la transcripcié del gen.

Recentment la substitucié de G/A en la posicioé +1 de la regidé connectora del kringle IV s’ha
associat amb deficiéncia congénita de Lp(a) en plasma [Ogorelkova et al., 1999]. Aquest

polimorfisme d’una sola base (SNP) que es déna amb relativa freqiiéncia (6%) en individus
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de raga caucasica i no en africans podria contribuir a explicar fins un 25% dels al-lels nuls

detectats.

Taula 2 Relacié entre isoforma d’apo(a), mida dels fragments obtinguts en la digestié del
gen amb I'enzim de restriccid Kpnl, numero de repeticions del kringle IV i concentracio
plasmatica de Lp(a) en una poblacié de raga caucasica

Nom Massa Mida fragment Nombre de  Concentracio Frequéncia
isoforma molecular digerit amb Kpnl  kringles IV,  mitjana Lp(a)
kDa* Kb mg/L* % **
F <450 37-49 11-13 # <0.2
B = 500 55-66 14-16 617 1.2
Sy = 550 72-82 17-19 344 3.8
S, = 600 88-99 20-22 245 11.2
S3 = 650 105-116 23-25 102 13.7
Sy > 700 121-210 26-42 <57 701

# Pocs individus
* (Utermann, 1989)
** (Kraft et al., 1992)

Els mateixos autors [Ogorelkova et al, 2001] han identificat fins a 14 SNP en diferents exons
i regions flanquejants d’introns de KlVgg9i 10, alguns dels quals mostren efectes significatius

en les concentracions plasmatiques de Lp(a) quan es té en compte la raga.

Encara que els polimorfismes identificats certament no poden explicar totalment les
diferéncies en les concentracions de Lp(a) entre individus amb la mateixa isoforma ni
tampoc les diferéncies en la mitjana de Lp(a) plasmatica en races diferents, suporten la
hipotesi que les mutacions tant en les regions codificadores com en la regié del promotor
contribueixen a la variabilitat en la concentracié plasmatica entre persones de la mateixa

raca i entre races diferents.
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2.2.2. Factors no genétics

Entre els factors no genétics que poden afectar els nivells plasmatics de Lp(a) es troben les

hormones i algunes malalties.

L’administracié d’esteroids anabolitzants [Albers et al., 1984] o estrogens [Sacks et al.,
1994] s’ha associat a descensos significatius en les concentracions plasmatiques de Lp(a).
L’administracié d’hormona del creixement [Olivecrona et al., 1993], factor | de creixement
[Olivecrona et al.,, 1995] o el tractament substitutiu amb hormones de les tiroides en
hipotiroidisme [de Bruin et al.,, 1993] es relaciona en canvi amb un augment en la
concentracié de Lp(a). EI mecanisme d’accié d’aquestes hormones en la modulacié dels

nivells plasmatics de Lp(a) és desconegut.

Els nivells plasmatics de Lp(a) en les malalties renals han estat abastament estudiats. Els
pacients sotmesos a dialisi [Thillet et al.,, 1993], amb insuficiencia renal no tractada
[Barbagallo et al., 1993] i amb sindrome nefrotica [Kanno et al., 1992], presenten
concentracions elevades. S’ha trobat una correlacié positiva entre la severitat de la
proteinuria i els nivells de Lp(a) [Joven et al, 1995] , probablement reflectint I'increment en la
sintesi hepatica provocada pel descens de la pressié oncotica secundaria a la péerdua
d’albumina [Karadi et al., 1989].

La relacié entre diabetis i la concentracié de Lp(a) ha estat motiu de controvérsia en la
literatura cientifica, la qual generalment sembla recolzar un efecte directe d’aquesta malaltia
en la concentracio, independentment del seu tractament [Joven i Vilella, 1991], [Utermann,
1995].

S’han trobat també augments de Lp(a) plasmatica en processos inflamatoris, preferentment
en el marc d’una reacci6 de fase aguda [Ledue et al., 1993], que es podrien explicar per la
disposicié d’aquesta particula a lliurar els lipids necessaris per reparar els teixits danyats.
Malgrat que recentment els resultats d’altres investigadors han entrat en clara contradiccid

amb aquesta hipotesi [Mooser et al., 2000].

Altres patologies com el Lupus eritomatds sistémic [Borba et al., 1994] I'artritis reumatoidea
[Rantapaa-Dahlqvist et al., 1991] i preclamsia [Wang et al, 1998] determinen també

augments significatius.
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2.3. Metabolisme de la Lipoproteina (a)

La Lp(a) no és un producte metabdlic d’altres lipoproteines [Krempler et al., 1979], el seu
catabolisme tampoc implica la conversié en altres lipoproteines [Krempler et al., 1980] i la

seva concentracio plasmatica és una consequéncia directa de la seva taxa de sintesi.

2.3.1. Sintesi de la Lipoproteina (a)

Encara que s’ha trobat quantitats apreciables de mRNA d’apo(a) en els testicles i el cervell,
el fetge sembla ser I'dorgan de sintesi predominant, ja que és I'inic que també sintetitza
apoB i que per tant pot facilitar I'acoblament amb les LDL. L’evidéncia més directa del paper
del fetge en la sintesi d’apo(a) la donen els estudis en malalts sotmesos a trasplantaments
terapéutics de fetge. Aquests pacients poden canviar totalment les caracteristiques

genétiques de 'apo(a) i adquirir el fenotip del fetge del donant [Kraft et al, 1989].

Els mecanismes pels que es regula la sintesi d’apo(a) sén relativament desconeguts.
Recentment alguns autors han proposat que part de les diferéncies en la concentracié
plasmatica de Lp(a) podria explicar-se per les diferéncies en el paper que activadors i

repressors tenen en cada individu [Pati i Pati, 2000].

En certa mesura, aquests mecanismes han estat deduits de la comparacié amb la sintesi en
primats. El promotor d’apo[a] de primats comparteix un 98% d’homologia amb la regi6d
equivalent dels humans perd es diferencia d’aquella per l'abséncia de dos dels
polimorfismes descrits en la regié promotora, el polimorfisme de repeticié del pentanucleotid
(TTTTA), i el SNP de la posicié +93 de la regié no traduida [Ramharack et al., 1996]. Els
primats solen presentar concentracions més elevades de Lp(a). Si bé una part important
d’aquestes diferencies es poden explicar per la relacié inversa entre polimorfisme de mida i
concentracié, també s’assenyala el promotor com a responsable de l'increment de sintesi.
De fet, en experiments de transfeccid, el promotor de primat confereix al gen d’apo(a) una

activitat 5 cops superior que a la del promotor huma. [Huby et al., 2001].
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S’ha descrit que I'expressié hepatica del gen de l'apo(a) esta regulada parcialment per la
regio no traduida del promotor, compresa entre els nucleodtids +88 a +130 que és sensible a
la interaccié amb el factor hepatic, HNF-1a (hepatocyte nuclear factor 1 alpha) present en
abundancia en aquest organ [Wade et al., 1994]. Perd com s’ha demostrat en experiments
de transfeccié de cél-lules HepG2 el promotor d’apo(a) per si sol genera uns nivells de
transcripci6 relativament baixos. Sembla probable doncs, que la transcripcié optima com la
de la majoria dels gens, pugui dependre de la preséncia d’'una o més regions potenciadores

situades a una certa distancia del promotor basal.

En aquest sentit s’han trobat un parell de regions amb zones reguladores de la transcripcio.
Una d’elles a 26 Kb del promotor en direccié 5, requereix de la interaccié dels factors de la
transcripcié Sp1 i PPAR1 [Wade et al., 1997], l'altre en la mateixa direccio, perd a 20 Kb de
l'inici de la transcripcid, conté un sequéncia sensible factors de transcripcio. [Yang et al.,
1998].

Amb frequéncia, apareixen nous estudis que impliquen diferents regions de la zona del
promotor en l'activacié de la transcripcié com la que compren els nucledtids —703 a —640
(64 parells de bases) que s’uneix a multiples factors especifics del fetge i activa la

transcripcio en cél-lules hepatiques [Handa et al., 2002].

A banda de les sequéncies que responen als diferents factors de transcripcid, se’n ha
identificat d’altres sensibles al retinoid [Ramharack et al., 1998] o als estrogens [Boffelli et
al., 1999].

2.3.2. Acoblament de I’apoproteina (a) a les lipoproteines de baixa densitat (LDL)

Estudis in vitro suggereixen que la uni6 entre LDL i 'apo(a) té lloc fora de la cél-lula de forma
que l'apo(a) sintetitzada de nou, és secretada i fixada a la superficie de I'hepatocit mitjangant
els seus kringles. En aquesta localitzacid, pot ser capturada per 'apoB i alliberada de la
cél-lula com a particula lipoproteica [White et al., 1993]. Probablement la fixacié de I'apo(a) a
la superficie de la cél-lula pot facilitar la interaccié amb lipoproteines que contenen apoB i
prevenir la lliure circulaci6 d’apo(a) en el plasma on podria participar en interaccions

perjudicials amb d’altres components de la superficie cel-lular.
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L’acoblament de la Lp(a) té lloc en dues fases. En la primera, és forma un complex labil
entre les LDL i 'apo(a) per interaccid entre els kringle 1Vsg i un grup de lisines de I'apoB
[Kostner et al., 1997]. Aquesta unié es pot dissociar amb I'addicié de lisina, acid e-
aminohexoic (e-AAH) o compostos similars [Frank et al., 1995]. En una segona etapa, es
forma un pont disulfur entre un residu de cisteina lliure localitzat en el kringle Vs (Cys “%")

(numeracio, segons McLean 1997), i una cisteina de I'apoB [Koschinsky et al., 1993].

L’analisi de I'acoblament de I'apo(a) amb diverses apoB truncades; apoB95 i apoB97, ha
demostrat que la regié compresa entre els aminoacids 4330 i 4397 d’aquesta proteina,
juguen un paper clau en la unié covalent amb l'apo(a). [McCormick et al., 1997]. Es
important ressaltar que aquesta és una regi6 rica en lisines. Aixi mateix la seqiéncia entre
els aminoacids 680 (apoB15) i 781 (apoB18) esta implicada en I'associacié no covalent amb
apo(a) i s'uneix especificament a un o més del kringles KlVs. de I'apo(a) [Gabel et al., 1998].
El residu Lys ®® de 'apoB18 s’ha determinat com a critic en el procés d’unié no covalent
[Becker et al., 2001]. Basant-se també en proves d’acoblament d’apoB truncades s’ha

proposat el residu Cys*%

com a responsable de I'enlla¢ sulfidril amb I'apo(a) [Gabel et al.,
1994]. Estudis recents amb ratolins transgénics han donat suport a aquesta hipotesi

[Cheesman et al., 2000].

2.3.3. Catabolisme de la Lipoproteina (a)

Encara no s'ha determinat amb certesa el lloc i el mecanisme pel qual la Lp(a) s’extrau de la
circulacié. Si bé pot ser degradada mitjangant la via del receptor de LDL, s’acumulen

evidencies suggerint que in vivo aquesta no és la via catabolica més important.

Els experiments in vitro amb cél-lules HepG2 han demostrat que la Lp(a) s’'uneix al receptor
de les LDL pero que ho fa amb afinitat inferior a les LDL [Kostner , 1993]. La uni6 és
inespecifica i quasi insaturable mentre la quantitat de Lp(a) internalitzada és baixa. Una

observacié similar s’ha obtingut en experiments amb fibroblasts.

Diversos estudis han intentat esbrinar in vivo la implicacié dels receptors de LDL en
I'extraccio de la Lp(a) del plasma i la relacio entre la seva deficiéncia i els nivells plasmatics

elevats.
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Les persones amb hipercolesterolémia familiar (HF) presenten concentracions aixecades de
Lp(a) amb independéncia de la isoforma heretada [Bowden et al., 1994]. Aquestes juntament
amb les de LDL incrementen encara més el seu risc de patir una malaltia cardiovascular
[Lingenhel et al., 1998]. Per tant, els pacients amb HF defectius en el receptor de LDL
constitueixen un model adient pels estudis del catabolisme de Lp(a). Mentre que la
internalitzacio i degradacié de Lp(a) per fibroblasts d’aquests pacients és comparable a les
obtingudes amb fibroblasts d’individus sans, la degradacié de LDL és virtualment zero
[Kostner et al., 1991]. Els resultats suggereixen que probablement aquesta no sigui la causa
dels nivells elevats de Lp(a) plasmatica. Es important ressaltar també que la terapia amb
estatines que se sap incrementa drasticament el nombre de receptors de LDL en el fetge no

té un efecte reductor sobre la Lp(a) plasmatica [Kostner et al., 1989].

El conjunt d’observacions anteriors demostren que el receptor de LDL si esta implicat en el
catabolisme de la Lp(a), hijuga un paper menor. Ha d’haver-hi per tant altres mecanismes o

altres receptors implicats en la captacié de Lp(a).

Recentment un estudi in vivo ha comparat parelles de germans homozigots i heterozigots
per hipercolesterolémia familiar i ha demostrat que els homozigots, presenten quasi el
doble de Lp(a) plasmatica que els seus germans heterozigots [Kraft et al., 2000]. Els autors
proposen que les mutacions en el gen del receptor tenen un efecte directe en les
concentracions plasmatiques de Lp(a). Descartada la via del receptor de LDL el repte
continua sent donar explicacié als mecanismes pels quals en aquests pacients la Lp(a)

tampoc s'extreu de la circulacié sanguinia amb la mateixa eficiéncia que els individus sans.

Els models d’experimentacié animal, assenyalen el ronyé i el fetge com els o6rgans més
importants en la captacié de LDL i Lp(a). Els calculs atribueixen al fetge un 60% de la
captacié de LDL i un 50% de la de Lp(a). El rony6 per la seva part capta 1.6 vegades més
Lp(a) que LDL, suggerint que aquest organ reté preferentment Lp(a) i que la capacitat de
captacié és especifica. Tenint en compte que in vivo el fetge té un paper cabdal en
I'extraccio de la Lp(a) del plasma i, considerant que com s’ha esmentat anteriorment, in vitro
les cél-lules hepatiques internalitzen molt poca Lp(a), alguns autors [Kostner et al., 1997]
han proposat un mecanisme alternatiu de catabolisme pel qual la Lp(a) podria ser
degradada parcialment in vivo i d’aquesta forma, els fragments degradats podrien ser

captats pel fetge.
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La hipotesi de Kostner i els seus col-laboradors té el seu origen en I'observacié de dos
processos que la fan plausible. Tant en plasma com en orina es poden detectar fragments
d’apo(a) i el tractament de la Lp(a) i 'apo(a) amb algunes proteases genera patrons

especifics de fragmentacio.

L’apo(a) s’excreta en orina en fragments de la porcié amino-terminal. Aquests fragments
tenen un pes molecular d’entre 35 i 160 kDa segons el nombre de kringles 1V, de la isoforma
plasmatica i poden trobar-se adhuc en l'orina de pacients que presenten concentracions
plasmatiques no immunodetectables [Moose et al., 1996]. La concentracié de fragments en
orina, sembla ser proporcional a la concentracié plasmatica de Lp(a). Es calcula que
aproximadament el 0.1% de la quantitat de Lp(a) catabolitzada diariament pot ser extreta del
plasma en forma de fragments amino-terminal d’apo(a) mitjancant el rony6. Paral-lelament
en plasma es troben fragments, des de 25-30 kDa, la mida estimada d’un kringle, fins a ~200
kDa [Mooser et al., 1996] corresponents també a la posicié amino-terminal de la proteina. La
seva concentracié esta directament relacionada amb els nivells plasmatics de Lp(a). Tot
plegat mostra forces evidéncies que els fragments d’apo(a) plasmatics poden tenir el seu

origen en la Lp(a) i apo(a) circulant i que aquests podrien ser I'origen dels fragments urinaris.

Es un fet rellevant, que la mida dels fragments sigui igual tant en pacients amb isoformes
petites com grans, malgrat que recentment ha estat descrit un patré de fragmentacié
d’apo(a) associat a isoformes petites caracteritzat pel predomini d'un fragment la mida del

qual esta relacionada amb la mida de I'isoforma original. [Gonbert et al., 2001].

Constatada l'existéncia de fragments d’apo(a) tant en plasma com en orina, diverses
investigacions s’han adrecat a esbrinar-ne la causa. Com s’ha esmentat anteriorment,
alguns dels enzims de la familia de les serin-proteases com l'elastasa [Edelstein et al.,
1996], metal-loproteinasa [Edelstein et al., 1997] o collagenasa [Kostner et al., 1997]
hidrolitzen la Lp(a) en una certa extensié donant lloc a fragments especifics. De tots ells els

generats per les col-lagenases son comparables als obtinguts en orina de pacients

S’ha estudiat I'efecte que té el tractament de Lp(a) amb col-lagenasa en la interaccié dels
fragments generats amb els receptors LDL de cél-lules HepG2. En un cultiu amb cél-lules
HepG2 que sobreexpressen receptors de LDL, s’ha demostrat que les LDL natives o
tractades amb col-lagenasa, presenten una captacio similar. Com era d’esperar, la captacio

de la Lp(a) nativa no tractada és significativament més baixa que la de LDL. Després del
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tractament amb col-lagenasa perd, la quantitat de fragments captats per les cél-lules

hepatiques es dobla i s’equipara a la de LDL.

Amb totes les dades exposades, Kostner i col. han proposat un mecanisme quantitativament
important per explicar el catabolisme de la Lp(a). Segons aquest model, la Lp(a) podria ser
tallada per proteases especifiques del tipus col-lagenasa. L’actuacié de la col-lagenasa
produiria l'alliberament d’'un fragment amino-terminal, que contindria les repeticions del
kringle IV,. La particula romanent amb un pes inferior a 100 kDa restaria formada per LDL i
una porcié d’apo(a) carboxi-terminal incapag¢ de bloquejar la interaccioé de les LDL amb els
receptors cel-lulars i seria per tant aclarida del plasma de forma similar a aquesta

lipoproteina . En la figura 6 es mostra un esquema del metabolisme proposat per la Lp(a).

24. Significat de la Lipoproteina (a) en la patologia humana

Concentracions plasmatiques elevades de Lp(a) s’han associat a la malaltia arterial
coronaria silent, a I'infart agut de miocardi (IAM), a les malalties cardiovasculars perifériques
i a l'infart cerebral [Kronenberg et al., 1996]. Habitualment, s’han considerat predictives
d’'lAM en pacients de mitjana edat [Seed et al, 2001] i constitueixen I'anomalia lipoproteica

familiar més freqlent entre pacients amb infart agut de miocardi prematur [Pay et al., 1997].

Degut a les seves caracteristiques fisicoquimiques i funcionals s’ha atorgat a Lp(a) un paper
pont entre el procés trombogénic i aterogénic [Scanu, 1988; Cremer et al., 1994; Bostom et
al., 1996; Wild et al., 1997]. Aixd no obstant alguns d’aquests estudis han obtingut resultats
discrepants [Jauhiainen et al, 1991; Ridker et al., 1993; Alfthan, 1994] que han creat una

important confusio en I'estudi de la seva patologia.

S’han proposat algunes raons per explicar aquesta aparent contradiccié. Degut a la seva
complexitat intrinseca, tant genética com estructural i metabdlica, és necessari aplicar
condicions rigoroses d’estandarditzacid dels protocols per extreure conclusions dels
resultats de les investigacions que es duen a terme, [Scanu, 2001], perd també I'efecte de
'emmagatzematge de les mostres en la determinacio de la concentracié plasmatica de Lp(a)
ha estat una possible font de discrepancia ja que molts d’aquests estudis s’han basat en
mostres conservades a diferents temperatures i diferents periodes de temps. [Kronenberg,

1996]. Ha estat intencid del nostre grup contribuir a I'aclariment d’aquesta controvérsia
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estudiant I'efecte que un llarg periode de temps, mes de 5 anys, pot tenir sobre la
concentracié de Lp(a) i la influencia que el polimorfisme de mida podria exercir sobre

aquesta péerdua.

Figura 6 Esquema del metabolisme de la Lp(a) proposat per Kostner i col
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Adaptat de Kostner et al, 1997

2.4.1. Capacitat aterogénica de la Lipoproteina (a)

Les propietats aterogéniques de la Lp(a) es troben intimament relacionades amb les de les
LDL. de forma que el potencial cardiovascular de la Lp(a) sembla ser més important en

pacients hipercolesterolémics [von Eckardstein et al., 2001].
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Hi han prou evidéncies per explicar el paper de la Lp(a) en la génesi, el desenvolupament i
la complicacié de la lesié aterosclerotica. Material amb caracteristiques immunoreactives de
Lp(a) ha estat localitzat en la paret vascular de diversos vasos arterials incloent I'aorta
[Jurgens et al, 1993] i la coronaria [Rath et al, 1989]. La quantitat relativa d’apo(a) dipositada
en la lesid, s’ha relacionat de forma significativa amb la seva extensiéo i amb els nivells
plasmatics de Lp(a) [Pepin et al.,1991]. L'acumulacié d’apo(a) es pot donar en les seves
formes degradada, lliure i oxidada. Un estudi recent perd, podria modificar parcialment
aquests resultats ja que s’ha detectat mMRNA d’apo(a) no aixi d’apoB, en la paret dels vasos
tant d’adults amb aterosclerosi com en infants sans, el que podria indicar que mentre tota les
LDL trobada en les artéries té el seu origen exclusivament en el torrent circulatori,
'acumulacié de Lp(a) podria en part, ser deguda a la produccié in situ d’apo(a) en la paret
del vas [Fu et al, 2001].

Dos han estat fins ara els mecanismes descrits que podrien facilitar la deposicié de la Lp(a)

a la paret del vas:

La defensina alliberada pels neutrofils durant el procés de fagocitosi facilita la unié de Lp(a)

a la paret vascular [Bdeir et al., 1999].

També s’ha observat que en el desenvolupament de la lesid aterosclerdtica es produeix
'augment de la sintesi d’heparanasa induit per la preséncia de LDL oxidada. Aquest enzim
és el responsable del descens de glicosaminoglicans tipus heparan sulfat i de 'augment de
dermatan sulfat i condroitin sulfat i de facilitar d’aquesta forma la retencié de LDL en la
matriu. Aquest canvi sembla ser a la vegada el responsable de I'augment de la fixacié de

Lp(a) a la fibronectina de la matriu [Pillarisetti et al., 1997].

Indirectament la deposicié de Lp(a) es pot fer a través de macrofegs ja que s’ha demostrat
que receptors especifics, l'activitat dels quals és induida per colesterol, sén capacos de
captar i internalitzar Lp(a) reconeixent un domini d’apo(a) diferent dels que s'impliquen en la
funcié LBS [Keesler et al, 1996].

S’ha descrit també la seva intervencio en altres mecanismes:

1) La Lp(a) indueix la secrecio de substancies quimiotactiques i molécules d’adhesio
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Les LDL oxidades pero no les intactes, indueixen I'expressié de molécules d’adhesié de
monocits en cél-lules endotelials i de muscul llis [Cushing et al., 1990]. Donada I'associacié
en la placa d’ateroma, de Lp(a) i macrofegs, s’ha examinat la capacitat d’aquesta particula
per induir la secrecié de factors d’activitat quimiotactica sobre mondcits en cél-lules
endotelials [Poon et al., 1997]. S’ha comprovat que la Lp(a) indueix la secrecié de factors
quimiotactis al medi de cultiu, atribuibles en la seva totalitat a I'apo(a). Aquesta inducci6 a

diferencia de les LDL és causada per I'apo(a) no oxidada. [Haque et al., 2000].

La Lp(a) oxidada té també la capacitat d’induir I'expressié de molécules d’adhesié en cultius
de cél-lules endotelials. Aquesta secrecié provoca I'adhesidé dels monocits activats a les
esmentades cél-lules estimulant la seva diferenciacié a macrofegs [Ragab et al., 1996].
L’'increment de I'adhesio de leucdcits a I'endoteli, es presenta com un procés crucial en el

desenvolupament de I'aterosclerosi

2) La Lp(a) mostra propietats de factor de creixement per diversos teixits vasculars

A més del seu paper en la fibrinolisi la plasmina esta implicada en altres processos com
'activacié de la citoquina, Factor de Transformacié del Creixement B (TGF(B). Aquesta
citoquina que es produeix usualment com una forma latent inactiva és activada
proteoliticament per la plasmina i sembla participar en la regulaci6 de la progressio de
I'aterosclerosi [Grainger et al., 1993 i 1994]. En resposta a varis agents mitdgens que actuen
en el lloc de la lesio aterosclerotica, les cél-lules vasculars del muscle llis (VSMC) migren al
lumen i proliferen per formar una intima que repari el dany produit. El TGF[3 és responsable
d’inhibir la migracié d’aquestes ceél-lules i restaurar I'equilibri. Quan s'inhibeix de forma
competitiva I'activacié del plasminogen a plasmina, la Lp(a) bloqueja I'activacié del TGFf

latent. En la figura 7 s’esquematitza el paper de I'apo(a) en I'activacié del TGFf3

3) La Lipoproteina (a) altera la capacitat vasodilatadora de I'endoteli

L’alteracid de la funcid de l'endoteli és un dels primers successos que té lloc en
I'aterogenesi, de fet es detecta ja en infants amb hipercolesteroléemia familiar. En models
animals i en humans ha estat demostrada una correlacié espai temporal entre disfuncio
endotelial i aterosclerosi coronaria. L’alteracid de [I'endoteli, ha pogut ser induida

experimentalment per I'hipercolesterolémia i particularment per les LDL.
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El grau d’alteracié de la dilatacié, és relaciona amb les concentracions plasmatiques de
Lp(a) [Sorensen et al, 1994] Concentracions elevades de Lp(a) poden predir una resposta
anormal del vas a I'acetilcolina suggerint que els nivells plasmatics d’aquesta lipoproteina
son potents predictors de disfuncid endotelial en pacients normocolesterolémics [loka et al,
2002]. L’alteracié esta causada per Lp(a) oxidada com s’ha comprovat en un model de

ratolins transgenics [Rubanyi et al., 2000].

Figura 7 Interaccié de I'apo(a) en el mecanisme d’activacié del TGF.
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2.4.2. Capacitat trombogénica de la Lipoproteina (a)
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L’augment de la concentracié plasmatica de Lp(a), ha estat observat en pacients afectats de
diverses alteracions trombotic-oclusives com ara: I'embolisme pulmonar [Csaszar et al,
1995], I'oclusio de la vena retinal central [Tavola et al., 1995) o interferéncies en la circulacio
placentaria causant de retard en el creixement fetal. [Berg et al., 1994]. Endemés els nivells
elevats de Lp(a) son altament predictius de tromboembolisme postquirlrgic en intervencions

vasculars i endovasculars [Lippi et al, 1998].

Diversos han estat els mecanismes plausibles proposats per explicar el potencial
antifibrinolitic de la Lp(a), una considerable part dels quals rauen en la seva similitud
molecular amb el plasminogen. El més reconegut és la inhibicié competitiva de la unié del
plasminogen i la seva activacié en la superficie de la fibrina, cél-lules endotelials i plaquetes

en proporcio directa a la seva concentracio.

Harpel i col, han demostrat que la forga d’interaccié entre I'apo(a) i la fibrina s’incrementa en
preséncia de compostos amb radicals sulfidril com ara ’lhomocisteina, la cisteina, el glutatio i
la N-acetilcisteina [Harpel et al., 1992] una observacié particularment atractiva que podria
proporcionar un veritable sinergisme entre Lp(a) i homocisteina en la intricada génesi de les

alteracions trombotiques.

Altres estudis han implicat la Lp(a) en nous processos potenciadors de la seva capacitat

trombogeénica:

1) La Lp(a) interfereix en la produccié de tPA i PAI

La Lp(a) juntament amb altres lipoproteines, té un efecte inhibidor de la secreci6 de tPA en
les cél-lules endotelials [Levin et al., 1994]. Alhora, in vitro, especialment en la seva forma
oxidada, incrementa fins a dues vegades la sintesi endotelial i la secrecié de PAI-1. [Ren et
al.,, 1997], suggerint que l'oxidacié de la Lp(a) amplifica el seu efecte antifibrinolitic i
trombotic. Altrament el tPA s’uneix de forma reversible a la Lp(a) fixada en la superficie
cellular inhibint I'activacioé del zimogen del plasminogen (Glu-Plasminogen) mitjancada per

aquesta proteasa [Sangrar et al., 1997].

2) La Lp(a) interfereix en la funcio de les plaquetes per mecanismes divergents
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En el primer procés, clarament trombogénic, la Lp(a) competeix amb el fibrinogen per la
unio als receptors de plaquetes en un mecanisme depenent de la lisina inhibint la seva
activacio pel tPA [Ezratty et al., 1993] EI complex glicoproteic GP llb-llla ha estat identificat

com el lloc d’'uni6 de la Lp(a) a les plaquetes.

Per altre banda, com a consequéncia de la lesio vascular, el teixit connectiu, preferentment
col-lagen, queda exposat a la llum del vas induint 'adhesié de les plaquetes. Des del
moment que es produeix el contacte de les plaquetes amb el subendoteli, s’inicia la seva
contraccié en un mecanisme depenent de Ca*? que conduira a I'agregacié. L’'augment de
calci es realitza per l'alliberament d’ADP dels granuls intracitoplasmatics i la sintesi de
tromboxa A2. La contraccid promou al seu temps la secrecid d’altres components
intraplaquetars com ara serotonina, factors plaquetars i factors mitdgens. La incubacio de
plaguetes amb LDL i VLDL a concentracions fisioldgiques té un efecte potenciador de
I'agregacio induida per col-lagen mentre les HDL presenten un efecte oposat. Contrariament
al que es podria pensar, la Lp(a) inhibeix aquesta agregaci6 [Gries et al, 1996], suggerint el

caracter no proagregant de I'apo(a) a diferéncia de les LDL.

3) Altres mecanismes implicats en els processos trombotics

La capacitat d’'interaccioé de la Lp(a) amb components de la coagulacio, rics en residus de
lisina, ha comportat la cerca d’altres mecanismes que donin suport a una implicacid més

directa d’aquesta particula al procés trombaotic.

Un potencial candidat a interaccionar amb la Lp(a) és el Tissue Factor Pathway Inhibitor
(TFPI) que té nombroses lisines en els seu extrem carboxi-terminal. La via extrinseca de la
coagulaci6 comenga quan el factor VIl s’'uneix al seu receptor cel-lular, Tissue Factor-
mediated coagulation (TF). El complex funciona després com a potent enzim que activa el
factor X i condueix finalment a la generacié de trombina. ElI Tissue Factor Pathway Inhibitor
(TFPI) és el regulador endogen més important del TF i forma un fort complex amb ambdos

factors de la coagulacio VIl i X.

In vitro, la Lp(a) i 'apo(a) i el plasminogen, no aixi les LDL, sén capagos d’unir-se a TFPI. A
més, la Lp(a) inhibeix la seva activitat de forma depenent de la concentracio, mentre el
plasminogen no té aquest efecte [Caplice et al., 2001]. Aquestes dades suggereixen un nou

mecanisme pel qual la Lp(a) mitjan¢ant la funcié LBS de I'apo(a) promouria la trombosi.
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2.4.3. Paper dels factors genétics en la capacitat aterotrombaética de la

Lipoproteina (a)

Que el locus de I'apo(a) tingui un efecte dominant en els nivells plasmatics de Lp(a) i que
aquests a la seva vegada es relacionin amb la malaltia cardiovascular, subratlla la
importancia del gen de I'apo(a). Ara bé, valorar la contribucié global del gen de I'apo(a) a la
capacitat aterotrombotica no és senzill si es té€ en compte que la major part dels individus
tenen dos allels de mida diferent amb efectes diferents en el potencial aterotrombotic de la
Lp(a) [Scanu i Fless, 1990; Utermann, 1995].

Ja que els processos postranscripcionals actuen afavorint I'acumulacié en el plasma de
isoformes petites, els individus que hereten una apo(a) de baix PM incrementen el risc de
patir una malaltia cardiovascular. Reforgca aquesta hipotesi la demostracio in vitro que les
isoformes petites tenen més avidesa per la fibrina immobilitzada [Hervio et al., 1993]. | els
estudis epidemioldgics que troben que els pacients amb infart de miocardi tendeixen a
presentar isoformes petites (< 23 kringles ) quan es comparen amb els controls en els qué
s’incrementa la frequéncia de formes intermédies o grans [Wild et al., 1997 Kronenber et al.,
1999] .

Malgrat tot el concepte d’una relacié inversa entre la mida de I'apo(a), la concentracié
plasmatica de Lp(a) i el risc cardiovascular no és compatible amb un seguit d’observacions.
(i) En la major part dels estudis fets en afroamericans els nivells de Lp(a) no es
correlacionen amb un increment en el risc de patir malaltia cardiovascular. (ii) El punt de tall
de la concentracié de Lp(a) a considerar com a patologica és incert degut a la gran variacio
etnica i per la manca d’estandarditzacié de les determinacions. (iii) Existeixen evidéncies de
qué el potencial aterotrombotic de la Lp(a) pot ésser influenciat per altres factors com els

nivells plasmatics de LDL, HDL o homocisteina [Cantin et al., 1998].

Independentment dels nivells plasmatics, les mutacions que afecten la funcié d’'unié a la
lisina del kringle 1V, poden disminuir o augmentar el potencial cardiovascular de la particula
lipoproteica [Scanu et al., 1994). Al contrari, els individus que exhibeixen un fenotip de

“superunid” podrien patir un risc cardiovascular més elevat [Scanu et al, 1997]. Malgrat tot
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no hi ha encara evidéncies cliniques de qué aquestes dues darreres observacions o d’altres

per descriure tinguin una influéncia real.

2.4.4. Paper dels factors postranscripcionals en la capacitat aterotrombotica de la

Lipoproteina (a)

L'observacio, in vitro, de modificacions en la Lp(a) planteja la pregunta de si successos
similars tenen lloc in vivo. Es important ressaltar que la localitzacié de la Lp(a) es déna
principalment en arees de la paret de I'artéria afectes de processos aterosclerotics [Rath et
al., 1989 Pepin et al.,1991] si bé es coneix poc de la seva naturalesa com a Lp(a) intacta o
modificada, apo(a) lliure o fragmentada. Durant la transferéncia del plasma a la paret de
l'arteria, la Lp(a) probablement pateix un seguit de canvis estructurals que depenen de la
naturalesa de la particula i de I'estat funcional de les estructures macromoleculars i els
components vasculars. Comparativament, les LDL ha rebut més atenci6é en aquest proceés i

se’n coneix més del seu poder aterogénic.

Consideracions similars a les descrites per les LDL poden ser aplicades al component LDL
de la Lp(a). El component LDL d’aquesta particula pot incorporar-se a I'acumulacié de
particules de LDL de l'intima arterial i contribuir a la transformacié de les cél-lules musculars
lises i els macrofegs en cél-lules escumoses. En abséncia de trencament dels ponts disulfur
perod, les LDL pot romandre unida a I'apo(a) i seguir el desti de la Lp(a). Entre aquests es
troba la produccié de mini-Lp(a) per accié6 de metal-lo-proteinases [Edelstein et al, 1996
1997].

L’apo(a) per la seva part se li atribueixen propietats protrombotiques degut a la seva
capacitat entre altres d’interferir en la generacié de plasmina [Miles et al., 1989], d’unir-se
directament a la fibrina [Loscalzo et al, 1990], d’inhibir la formacié de B-TGF [Grainger et al.,
1993, 1994] o d’'unir-se a diferents components de la matriu extracel-lular [Klezovitch et al.,
1998]. Considerant la localitzacié de I'apo (a) principalment en les arees aterosclerotiques
on es detecta una inflamacié subjacent, una questié sorgeix en I'estudi dels mecanismes
protrombotics d’aquesta apoproteina. Quina és la contribucié dels fragments d’apo(a) a

aquest procés?.
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Scanu i els seus col-laboradors han postulat que en aquestes arees hi actuen les elastases
generant fragments que tenen capacitat d’'unir-se a components de la matriu extracel-lular
[Klezovitch et al., 1998]. Emergeix per tant un nou concepte, que en l'artéria inflamada es

generen fragment bioactius que tenen capacitat aterogénica.

També s’ha trobat que I'apo(a) indueix I'adquisicié d’activitat quimiotactica en monocits
[Poon et al., 1997] i augmenta I'expressio de molécules d’adhesié [Ragab et al., 1996] que
facilita el reclutament de leucocits en I'endoteli i la seva migracié a la matriu subendotelial.
De nou en aquest cas els enzims alliberats per aquestes cél-lules poden modificar 'apo(a) i

generar fragments amb diferents capacitats aterotrombogeniques.



