Originales

El gen de la apolipoproteina A5 se expresa
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Introduccion. La apolipoproteina (apo) A-V es
clave en la regulacion de los valores plasmaticos de
los triglicéridos (TG) y se expresa en el higado,
donde se postula que dificulta el proceso de sintesis
y/o ensamblaje de las lipoproteinas de muy baja
densidad. Por esto, si participa en el proceso de
formacion de las lipoproteinas ricas en TG, también
deberia expresarse en el intestino delgado, porque
en humanos es, junto al higado, el otro érgano
encargado de la biosintesis de estas particulas.

Material y métodos. Hemos analizado la
expresion génica mediante rectro-transcripcion de
la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR) a
tiempo real de apo A5, apo By MTP (genes clave en
el proceso de sintesis y secrecion de particulas
ricas en TG, tanto en el higado como en el
intestino), y de apo C3 (otro gen importante en el
metabolismo de los TG) en un modelo celular de
intestino humano (células TC-7) y en muestras de
higado e intestino humanos.

Resultados. La apo A5 se expresa en los ambitos
génico y proteico en el modelo de células
intestinales, y al confirmar el resultado en las
muestras de intestino humano hemos visto que se
expresa principalmente en el duodeno y en el
colon, y, por el contrario, la apo B se expresa
principalmente en el duodeno, el yeyuno y el
ileoceco; la proteina MTP principalmente en el
duodeno y en el yeyuno, y la apo C3, en el yeyuno.
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Al analizar su relacién con la expresion hepatica,
hemos visto que todos estos genes se expresan mas
en el higado que en el intestino.

Conclusiones. La apo A5 se expresa a valores
bajos en el intestino delgado humano y esta
correlacionado inversamente con la expresion de
los genes clave en el proceso de sintesis de
lipoproteinas.
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THE APOLIPOPROTEIN A5 GENE IS
EXPRESSED IN THE HUMAN INTESTINE

Introduction. Apolipoprotein A-V is a key gene
regulating plasmatic levels of TG, that is expressed
in the liver where it has been postulated that affects
the synthesis and/or assembly process of VLDL
particles. Therefore, we hypothesise that if it is
involved in TG rich lipoproteins' formation it should
also be expressed in the small intestine, since in
humans, together with the liver, is the other organ
responsible on the biosynthesis of such particles.

Material and methods. We have analysed the
gene expression, using real time RT-PCR, of apo
A5, apo B and MTP (key genes in the synthesis and
secretion of TG rich lipoproteins in the liver and
intestine), and apo C3 (another key gene regulating
TG metabolism) in a cellular model of human
intestine cells (TC-7) and in human liver and
intestine samples.

Results. We have detected apo A5 gene
expression and protein expression in the intestinal
cellular model, and when confirming this result in
human intestine samples we have found that is
mainly expressed in duodenum and colon, and on
the contrary, apo B is expressed mainly in
duodenum, jejunum and ileocecum, MTP mainly in
duodenum and jejunum, and apo C3 in jejunum.
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When analysing its relation with their hepatic
expression levels, we have found that all these genes
are more expressed in the liver than in the intestine.
Conclusions. Apo A5 is expressed at low levels in
human small intestine and is inversely correlated
with the expression of the key genes in the
lipoproteins' synthesis and secretion process.
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Introduccién

La sintesis y la secrecién de lipoproteinas ricas
en triglicéridos (TG) es un proceso complejo que
tiene lugar principalmente en el intestino delgado y
en el higado, y por ello, son érganos cruciales en el
control de la homeostasis de los lipidos. En ambos
tejidos, la proteina microsomal transferidora de
triglicéridos (MTP) y la apolipoproteina (apo) B
son proteinas esenciales en el proceso de ensam-
blaje y secreciéon de las lipoproteinas'. El higado
expresa s6lo apo B100, mientras que el intestino
puede sintetizar apo B100 y apo B482. El proceso
de sintesis de lipoproteinas se inicia con la traduc-
ci6n de la apo B, que es lipidada por la MTP y que
resulta en una particula lipoproteica. Ademds, am-
bos 6rganos son diana para los principales farma-
cos hipolipemiantes: inhibidores de la enzima 3-
hidroxi-3-metil glutaril coenzima A (HMGCoA) re-
ductasa (higado) e inhibidores de la absorcién de
colesterol (intestino).

Los lipidos y las vitaminas liposolubles de la die-
ta los absorbe el intestino delgado, donde se incor-
poran en las lipoproteinas para su transporte en cir-
culacién y posterior distribucién a los tejidos. Las
células intestinales sintetizan y secretan varios tipos
de lipoproteinas que pueden clasificarse como qui-
lomicrones (Q), lipoproteinas de muy baja densi-
dad (VLDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL)
y lipoproteinas de alta densidad (HDL)*, aunque
principalmente secretan Q.

El higado es el principal lugar de movilizacién de
lipidos endGgenos. Secreta VLDL que contienen lipi-
dos provenientes de las particulas remanentes que el
higado capta, o lipidos que se sintetizan de novo.

No obstante, atin no estan totalmente claros los
mecanismos que regulan el ensamblaje y la secre-
ci6n de lipoproteinas en higado e intestino. En los
ultimos afos, ha emergido un nuevo gen como
candidato a participar en este proceso. El gen apo
A5 se descubrié cuando se compararon las secuen-
cias de ADN genémico entre humanos y ratones’, y
también en relacion con el estudio de genes impli-
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cados en el proceso de regeneracion hepética en ra-
tas®. Ambos trabajos describieron que la apo A5 se
expresa exclusivamente en el higado. Los resulta-
dos tanto en modelos animales como en estudios
de asociacion, indican que la apo A5 tiene una gran
influencia en las concentraciones circulantes de
TG®!2, También se ha propuesto que regula la sin-
tesis y/o la secrecién de lipoproteinas requeridas
durante el proceso de regeneracién hepatica®.

Atn no se conoce bien el mecanismo por el que
la apo A5 ejerce esta influencia. Datos in vitro indi-
can que puede participar en la sintesis y/o secre-
cién de particulas VLDL en el higado', y también
que puede estimular la actividad de la lipoproteina
lipasa (LPL)'*¢, e indirectamente facilitar el acla-
ramiento de las lipoproteinas ricas en TG del com-
partimiento plasmatico'™". En circulacién, apo A-
V se encuentra en las lipoproteinas ricas en TG y
en las particulas HDL a concentraciones muy
bajas?, y mientras en modelos animales la expre-
sién de la apo A5 se correlaciona inversamente con
las concentraciones de TG, la mayoria de estudios
en humanos muestran que las concentraciones cir-
culantes de apo A-V se correlacionan positivamen-
te con las concentraciones de TG**.

Ultimamente se debate si puede desempeniar un
papel importante en circulacién, teniendo en cuen-
ta las concentraciones bajas. En vista de los resulta-
dos existentes, nuestra hipétesis es que la apo A-V
desempefia un papel en la sintesis de las lipoprotei-
nas. Si ello es asi, puede estar presente no sélo en
el higado, sino también en el intestino. Para de-
mostrarlo, hemos analizado la expresién de la apo
A5 en muestras de intestino delgado humano, y la
de otros genes clave en el proceso de sintesis y en-
samblaje de lipoproteinas ricas en TG (apo B y
MTP) y otro gen clave en la regulacién de los valo-
res circulantes de TG (apo C3).

Material y métodos

Muestras

Cultivo de células TC-7. Las células TC-7 de carcinoma de co-
lon humano (subclones de las células Caco-2) se obtuvieron de
Celltec (Barcelona). Las células se cultivaron en frascos de
plastico de 75 cm?, a una densidad de 1,25 X 10* células/cm?
en medio de Eagle modificado por Dulbecco, suplementado
con 20% (v/v) de suero bovino fetal inactivado por calor, 100
U/ml de penicilina y 100 wg/ml de estreptomicina (Invitrogen
[Carlsbad, Estados Unidos]), a 37 °C en una atmdsfera hiame-
da de didxido de carbono al 5%. Después de llegar a un 80% de
confluencia (4-5 dias después de sembrarlas), las células fue-
ron tripsinizadas. Los experimentos de expresion de acido ri-
bonucleico (ARN) mensajero (ARNm) se llevaron a cabo con
células cultivadas en placas de cultivo de 6 pocillos de Nunc
(Wiesbaden, Alemania) y para los experimentos de expresion
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