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SUMMARY

Background: Changes in intracellular cholesterol metabolism are involved in neurodegeneration.
Modifications in total cell cholesterol content or alterations in the composition of cellular membrane
can probably alter the intracellular signaling and lead to degeneration of central nervous system cells.
Niemann-Pick type C1 disease (NPC1) was thought to be found almost only in childhood. Recent re-
ports indicate that this disease can affect also the adult and sometimes the elderly. Symptoms of this
disease are not specific in the early phase and the disease shows a slow and progressive neurodegen-
eration. Due to the difficulty in early diagnosis of NPC1 some studies focus on the possibility that this
form of the disease is underdiagnosed.

Study purpose: We report here a new case of adult onset NPC1. Two distinct novel mutations in
NPC1 gene are responsible for the disease. Moving from this experience we collected the recent lit-
erature about the cholesterol intracellular metabolism in the CNS and analyzed the role of cholesterol
metabolism in Alzheimer disease and other neurodegenerative disease as NPC1, Tangier disease and
cerebrotendinous xanthomatosis.

Keywords: Cholesterol, Niemann-Pick CI disease, Alzheimer disease, Tangier disease, Cerebrotendinous
xanthomatosis.
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rilievo riguarda il costante incremento dei
casi di demenza.

Nelle patologie neurodegenerative ci
sono alcune alterazioni microscopiche
fondamentali: 'accumulo extracellulare di
proteine come I'amiloide B (AB) che va a
formare le placche senili nella malattia di
Alzheimer o I'accumulo intracellulare di
aggregati di proteine quali le neurofibrille
tipiche di tale malattia; i corpi di Lewy nel-
la malattia di Parkinson o nella demenza
a corpi di Lewy e gli accumuli di proteina
tau nella malattia di Pick (1).

Quesito fondamentale per i ricercatori che
si occupano di tali patologie € se ci siano
delle alterazioni del metabolismo intracel-
lulare che possano essere correlate con
I'accumulo di beta-amiloide. Negli ultimi
anni € emerso un possibile ruolo del me-
tabolismo del colesterolo nella genesi di
tale patologia. Questa ipotesi nasce da un
lato da osservazioni riguardanti la sommi-
nistrazione di sostanze in grado di pertur-
bare 'omeostasi del colesterolo i vitro e,
in seguito, dalla somministrazione di sta-
tine a pazienti affetti da AD. I primi studi
caso-controllo sull’efficacia di tale farmaci
avevano suscitato un profondo interesse
nella comunita scientifica, in quanto I'uso
delle statine sembrava correlato ad una
diminuzione dell'incidenza di malattia di
Alzheimer e ad un rallentamento dei pro-
cessi degenerativi correlato ad un miglio-
ramento della performance intellettiva.
Tali osservazioni iniziali, tuttavia, non han-

no ricevuto una conferma unanime e studi
pil estesi hanno messo in forte dubbio il
ruolo protettivo delle statine (2, 3).

Nella AD alterazioni del metabolismo in-
tracellulare del colesterolo sono ritenute
una possibile causa di processi degenera-
tivi a carico dei neuroni del sistema nervo-
so centrale (SNC). I livelli di colesterolo
intracellulare e soprattutto I'alterazione
nel pattern di distribuzione a livello delle
membrane biologiche, porterebbero ad
una alterazione della regolazione del si-
gnaling intracellulare dei neuroni con loro
progressiva degenerazione (4).
Limportanza dell’omeostasi del colestero-
lo a livello del SNC per quanto riguarda la
funzionalita neuronale, i fenomeni di pla-
sticita cerebrale, la sinaptogenesi e la ri-
sposta a danni che colpiscono I'encefalo, €
evidenziata dalla patogenesi anche di altre
malattie neurodegenerative (Tabella I).
Accanto alla AD troviamo anche un’altra
forma di demenza, la Niemann-Pick type
C1 (NPC1), una patologia rara correlata
alla mutazione del gene NPC1 che si as-
socia ad un accumulo di colesterolo intra-
cellulare.

La xantomatosi carebrotendinea e una
rara patologia degenerativa a trasmissione
autosomica recessiva dovuta alla mutazio-
ne del gene CYP27A1 che provoca elevati
livelli plasmatici di colestanolo e aumento
degli alcoli biliari nelle urine con presenza
di xantomi in varie sedi.

Un’altra patologia rara associata ad un’al-

Tabella | - Malattie neurodegenerative in cui € coinvolto il metabolismo del colesterolo € geni

implicati nella genesi di tali patologie.

Malattia neurodegenerativa

Decadimento

cognitivo/demenza

Malattia di Alzheimer ApoE4, APP (multifattoriale) Si
Malattia di Niemann Pick type C1 NPC1, NPC2 Si
Xantomatosi cerebrotendinea CYP27A1 Si
Malattia di Tangier ABCA1 no
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terazione dei geni coinvolti nell’omeosta-
si del colesterolo ¢ la malattia di Tangier.
Questa patologia € associata alla mutazio-
ne del gene ABCA1 (ATP-binding cassette
1), fondamentale per la formazione delle
HDL (High Density Lipoproteins) e per
I'espulsione del colesterolo in eccesso da
parte delle cellule.

La presenza di uno spettro di patologie de-
generative, tutte associate a modificazioni
dell’'omeostasi del colesterolo nel SNC
o nel sistema nervoso periferico, porta
alla evidente necessita di comprendere in
modo piu dettagliato le varie vie implicate
nel metabolismo di tale molecola. Questa
esigenza, oltre che avere un rilevante inte-
resse scientifico si rivela anche necessaria
ai fini terapeutici; negli ultimi anni, infatti,
le nuove conoscenze acquisite hanno por-
tato alla selezione di nuovi possibili target
terapeutici.

Colesterolo nel sistema
nervoso centrale

11 cervello contiene il 25% del colesterolo
non esterificato dell’organismo ed € 'orga-
no pit ricco di colesterolo di tutto 'organi-
smo; oltre il 70% del colesterolo nel SNC
si trova associato alla mielina (5). 11 cole-
sterolo e implicato nei sistemi di signaling
intracellulare e nel processo di trascrizio-
ne genica, oltre ad essere precursore di
un grande numero di steroidi bioattivi (6).
Determina, inoltre, le proprieta di mem-
brana della mielina fondamentali per il suo
ruolo, la presenza di colesterolo permette
infatti di ottenere una diminuzione della
permeabilita agli ioni, processo che con-
sente all'impulso di viaggiare lungo 'asso-
ne verso le sinapsi, piuttosto che diffonde-
re attraverso la membrana disperdendosi.
I1 colesterolo riveste un ruolo molto im-
portante anche nei processi di riparazione

in seguito ad eventi che danneggiano il

SNC, processi che richiedono la redistri-

buzione e la sintesi di colesterolo per la

formazione di nuove membrane cellulari,
che coinvolgono in particolare I'apolipo-

proteina E (ApoE) (7).

I1 SNC si trova pressoché isolato per quan-

to riguarda l'omeostasi del colesterolo,

grazie alle peculiari caratteristiche della
barriera emato-encefalica (BEE): i capilla-
ri che la compongono non sono fenestrati,
condizione comune invece nelle altre parti
dell'organismo. Nonostante alcuni studi
abbiano dimostrato come i capillari della

BEE posseggano i recettori per le LDL

(Low Density Lipoproteins), questi ultimi

sembrano non essere attivi (8). Il pool di

colesterolo intracerebrale si € dimostrato

estremamente stabile nel tempo, con un

turn-over di circa 5 anni (9). Oltre il 95%

del colesterolo contenuto nel SNC deriva

da un processo di sintesi de novo (10).

Nel sistema nervoso centrale dell’adulto

la maggior parte della sintesi del coleste-

rolo é regolata dalla formazione di un me-
tabolita idrossilato, il 24-idrossicolesterolo

(24-OH). E stato infatti dimostrato che la

pitt importante via di regolazione dell’o-

meostasi del colesterolo nel SNC é la sua
ossidazione a 24-OH, processo che avvie-
ne principalmente nei neuroni. 11 24-OH
inoltre € in grado di passare la barriera
ematoencefalica ed entrare nel circolo si-
stemico (11) cosi che praticamente tutto

il 24-OH presente nel plasma é di origine

cerebrale (13).

I neuroni necessitano di un continuo ap-

porto di colesterolo per mantenerne una

concentrazione di membrana adeguata.

Tale acquisizione avviene esclusivamente

tramite due vie:

1. Sintesi de novo ad opera dell’enzima
HMGCoA reduttasi (3-idrossi-3-me-
tilglutaril coenzima A reduttasi); questa
via ¢ attiva e risulta essere la principale

el
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a livello neuronale solo in fase embrio-
nale e, in minima parte, nei neuroni
maturi.

2. Incorporazione dall’'ambiente extracel-
lulare del colesterolo sintetizzato negli
astrociti e trasportato in lipoproteine
contenenti apo E. Questo colesterolo
viene incorporato nel neurone per mez-
zo di due principali recettori: il recetto-
re per le LDL (LDLR) e I’LDLR Related
Protein (LRP). Entrambi questi recetto-
ri riconoscono Apo-E, che costituisce
quindi una apolipoproteina fondamen-
tale a livello encefalico (mancando Apo-
B100, che € presente solo nel plasma).
LLRP ¢ in grado di svolgere un effet-
to anche nei processi di trasmissione
neuronale e nel signaling intracellulare
(13).
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Figura | - Regolazione del colesterolo intracellulare. 11 colesterolo
puo essere metabolizzato ad opera dall’AcilCoA colesterolo acil-
transferasi (ACAT), con formazione di colesterolo esterificato; in
alternativa puo venire ossidato nelle posizioni 24, 25 o 27, per for-
mare ossisteroli, che sono pit idrofili del colesterolo e possono
passare la barriera emato-encefalica. Il colesterolo puo essere im-
piegato nella sintesi di altri steroidi o essere esportato dalla cellula
in complesso con lipoproteine grazie al trasportatore ABCAL.

Le cellule del SNC sono in grado di utiliz-
zare il colesterolo essenzialmente attra-
verso quattro vie (Figura 1):

1. II colesterolo puo essere metabolizzato
ad opera dall’AcilCoA colesterolo acil-
transferasi (ACAT), con formazione di
colesterolo esterificato.

2. Puo essere, in alternativa, ossidato nel-
le posizioni 24, 25 o 27, con formazio-
ne di ossisteroli; (14), che essendo pill
idrofili del colesterolo possono passare
la barriera emato-encefalica. (9).

3. Il colesterolo puo essere impiegato nel-
la sintesi di altri steroidi.

Puo essere esportato dalla cellula in com-
plesso con lipoproteine grazie al traspor-
tatore ABCAL. La produzione di HDL na-
scenti ad opera del’ABCA1 sembra avere
anch’essa un ruolo molto importante nel
mantenimento dell'omeostasi del coleste-
rolo nel SNC (5).

Nell’encefalo il trasporto del colesterolo
avverrebbe preferenzialmente dalle cellu-
le gliali, che lo producono in gran parte,
verso i neuroni. Un ruolo chiave nel tra-
sporto di tale molecola tra questi due tipi
cellulari & giocato dall’ApoE. I neuroni
sarebbero in grado di captare particelle
lipoproteiche contenenti ApoE attraver-
so LDLR, in alternativa 'uptake potrebbe
avvenire tramite il recettore multi-ligando
LRP (15). UApoE non sembra essere fon-
damentale per il mantenimento dell’omeo-
stasi del colesterolo nel SNC in condizione
di normalita; tuttavia sembra esplicare un
ruolo molto importante nei processi che
determinano un danno o una degenerazio-
ne cerebrale: le diverse isoforme specifi-
che della proteina ApoE che un individuo
geneticamente possiede svolgono ruoli
differenziati. Esiste infatti ormai una con-
sistente letteratura che indica nell'isofor-
ma E4 dell’ApoE un importante fattore di
rischio per lo sviluppo della forma late-on-
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set di morbo di Alzheimer. Questa isofor-
ma di ApoE si assocerebbe altresi ad una
diminuita capacita di recupero in seguito
ad un trauma cranico.

Almeno due proteine sono implicate nel
trasporto del colesterolo non esterificato
al pool di colesterolo attivo della cellula: la
Niemann-Pick type C1 e C2. Cellule caren-
ti dell’attivita di tali proteine accumulano
colesterolo non esterificato a carico endo-
somiale. Questa condizione nell'uomo si
¢ dimostrata responsabile dello sviluppo
della malattia di Niemann-Pick type C1 e
C2 (16).

Nella regolazione intracellulare del co-
lesterolo gli ossisteroli giocano un ruolo
fondamentale. Tali molecole si formano
dall’ossidazione del colesterolo, processo
fondamentale per rendere possibile I'eli-
minazione del colesterolo stesso (Figura
2). Un aumento della concentrazione di
ossisteroli nel sangue facilita lo sviluppo
dell’aterosclerosi (17). Gli ossisteroli sono
in grado di sopprimere i livelli di mRNA
codificante per i recettori delle LDL; sono
in grado inoltre di diminuire la densita dei
recettori stessi delle LDL a livello della
membrana plasmatica e anche di diminu-
ire il legame delle LDL ai loro recettori.
E ormai accertato, inoltre, che i maggiori
carrier del colesterolo a livello circolato-
rio, le LDL, quando si trovano in forma os-
sidata, a seguito di condizioni di stress os-
sidativo, sono molto pit1 aterogene rispetto
alla loro controparte non ossidata. Le LDL
ossidate, inoltre, alterano la fluidita delle
membrane cellulari e la loro permeabilita.
Gli ossisteroli sono in grado di svolgere
un effetto tossico in colture di astrociti
primari, nonché di stimolare I'apoptosi
nelle cellule che compongono la micro-
glia (18). Nel SNC sono presenti enzimi,
quali la 25-idrossilasi e la 7-alfa-idrossilasi,
in grado di metabolizzare gli ossisteroli in
metaboliti che mantengono, pero, un cer-
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Figura 2 - Sintesi e regolazione del 24-idvossicolesterolo (24-OH).
I neuroni maturi si riforniscono di colesterolo attraverso l'incorpo-
razione dall'ambiente extracellulare del colesterolo sintetizzato
negli astrociti e trasportato in lipoproteine contenenti apo E. La
maggiore via di regolazione dell’lomeostasi del colesterolo a livello
del SNC ¢ la sua ossidazione a 24-OH, processo che avviene princi-
palmente nei neuroni. Quasi tutto il 24-OH presente nella circola-
zione sistemica ¢ di origine cerebrale. In seguito esso viene traspor-
tato al fegato.

to grado di tossicita. Gli studi di tali com-
posti tuttavia hanno evidenziato anche dei
possibili effetti positivi. E stato osservato
che alcuni ossisteroli, come il 7-alfa—OH,
il 7-beta-OH e il 7 keto, possono contra-
stare il ruolo proaterogenico delle LDL
ossidate andando a diminuire I'attivazione
dellTHMGCoA reduttasi (19). Si € osserva-
to, inoltre, un effetto antiaterogenico degli
ossisteroli, come il 24-OH (il principale os-
sisterolo prodotto a livello del SNC) che
¢ in grado di aumentare I'espressione dei
geni che diminuiscono la concentrazione
di colesterolo intracellulare. Tale capaci-
ta deriva dall'interazione tra tali composti
con i recettori nucleari LXR-alfa e LXR-
beta (20, 21).

I recettori LXR sono in grado di regolare
un gruppo di geni coinvolti nel trasporto
del colesterolo in eccesso dai tessuti pe-
riferici al fegato ad opera delle particelle
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HDL. In vivo e stato dimostrato come I'at-
tivazione dei recettori LXR, ad opera di li-
gandi sintetici ad alta affinita, sia in grado
di portare all'incremento del livelli di HDL
e di favorire l'escrezione di colesterolo
dall’organismo (22).

In larga misura questa capacita di regolare
il metabolismo del colesterolo ¢ dipenden-
te dalla capacita degli LXR di controllare
I'espressione dei membri della superfami-
glia ABC dei trasportatori di membrana,
incluso TABCA1 (23). Vi sono ormai molte
evidenze che 'ABCALl ¢ in grado di faci-
litare T'efflusso di colesterolo e fosfolipidi
legati a lipoproteine povere di lipidi come
I’ApoA-I (Apolipoproteina Al), fattore che
contribuirebbe ad aumentare i livelli pla-
smatici di HDL.

Patologie neurodegenerative
€ colesterolo

Malattia di Alzheimer

All'interno del grande capitolo delle de-
menze la malattia di Alzheimer occupa il
primo posto, attestandosi ad una frequen-
za del 60%. Uno dei fattori di rischio pit1 im-
portanti & sicuramente I'eta. La prevalenza
raddoppia ogni 5 anni dopo I'eta di 60 anni,
aumentando dal 2% tra i soggetti trai 60 e
i 64 anni al 23,6% sopra i 90 anni.

Gli studi riguardanti la correlazione tra
livelli di colesterolo circolante e aumento
del rischio di sviluppare AD sono ormai
molteplici. Per quanto concerne i livelli di
colesterolo totale, colesterolo LDL e HDL
i risultati ottenuti nei vari studi sono alta-
mente discordanti. In studi longitudinali €
stato possibile identificare un aumento del
rischio di sviluppare malattia di Alzheimer
in soggetti con aumento del colesterolo to-
tale (24), tuttavia tale riscontro si inquadra
in un problema pitt ampio riguardante i
fattori di rischio cardiovascolare e lo svi-

luppo di lesioni vascolari aterosclerotiche
nei pazienti con AD.

Esiste ormai una consistente letteratura
riguardante la correlazione tra livelli di
colesterolo intracellulare e produzione di
B-amiloide. In particolare e stato eviden-
ziato come una riduzione della concentra-
zione del colesterolo intracellulare porti
ad una riduzione della produzione di Ap.
Tra i farmaci pit1 promettenti in quest’otti-
ca ci sono le statine (25-27), anche se i trial
clinici finora intrapresi hanno dimostrano
risultati fortemente contrastanti. Wolozin
(28) nel 2000 ha raccolto i dati riguardanti
I'incidenza di malattia di Alzheimer in oltre
50.000 pazienti che assumevano statine ri-
spetto ai pazienti che non assumevano tali
farmaci. Gli autori hanno rilevato che I'in-
cidenza di AD nel gruppo di pazienti che
assumevano statine era diminuita di circa
il 60-70% rispetto alla popolazione generale
e rispetto a pazienti che assumevano altri
medicamenti per trattare I'ipertensione o
altre malattie vascolari. Nello stesso anno
anche Jick (29) ha confermato questo
trend in uno studio coinvolgente 284 pa-
zienti trattati per 4 anni con statine. Spar-
ks (30) nel 2005 ha sottoposto 63 pazienti,
con MMSE (Mini Mental State Examina-
tion) tra 12 e 28, a somministrazione per
3 mesi di 80 mg di atorvastatina/die. Lo
studio, condotto con una metodica caso-
controllo, ha rilevato un miglioramento
statisticamente significativo nel Geriatric
Depression Scale e nell’Alzheimer’s Dise-
ase Assessment Scale—cognitive subsca-
le. Non mancano, tuttavia, studi che non
hanno rilevato una correlazione tra as-
sunzione di statine e diminuzione dell’in-
cidenza di malattia di Alzheimer (31). Un
altro target terapeutico € stato individuato
nell’Acil-coenzima A Colesterol Acil-Tran-
sferasi, un enzima presente a livello della
membrana del RE deputato alla conversio-
ne del colesterolo libero in eccesso in cole-
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sterolo esterificato. In uno studio del 2008
si e evidenziato come, in vivo, gli agenti in
grado di bloccare tale enzima, come l'ava-
simibe, siano in grado di ridurre la forma-
zione di AB (32).

Un’ipotesi interessante € che piu che un
eccesso, o un difetto, del colesterolo a li-
vello cerebrale sia una sua alterata distri-
buzione a livello di membrana a facilitare
il clivaggio del’APP (Amyloid Precursor
Protein) verso la via amiloidogenica. Sotto
questo punto di vista acquistano un inte-
resse particolare alcune aree delle mem-
brane, i lipid rafts, particolarmente ric-
che di colesterolo. Essi sono delle vere e
proprie piattaforme in grado di modulare
varie vie del signaling intracellulare; tra le
vie controllate c’e anche quella inerente il
clivaggio del’APP.

Un altro importante fattore di rischio perlo
sviluppo di AD € la presenza in un sogget-
to di almeno un allele per I'apolipoproteina
E4 alivello del cromosoma 19. Nonostante
questa correlazione patogenetica sia nota
dai primi anni ’90, resta ancora da stabilire
con chiarezza il meccanismo attraverso il
quale tale apolipoproteina sia in grado di
favorire I'insorgenza di AD. La prevalenza
totale nell’arco della vita di sviluppo di AD
in pazienti portatori di almeno un allele E4
e di circa il 29%, contro il 9% dei soggetti
non portatori. ApoE si € rivelata essere la
principale lipoproteina contenuta nel cer-
vello dei mammiferi; essa € presente in
3 isoforme (E2, E3 e E4) (33). Si ipotizza
che uno dei ruoli principali del’ApoE sia
collegato al mantenimento dell’omeostasi
del colesterolo in risposta a patologie neu-
rodegenerative o a traumi cerebrali.

In preparati ottenuti da encefali di pazien-
ti affetti da malattia di Alzheimer ApoE
¢ presente sia a livello delle placche se-
nili che delle neurofibrille, dove essa e
in grado di legarsi direttamente all’Ap e
alla proteina tau (34). I soggetti portato-

ri dell’allele E4 sono altresi piu proni alla
formazione di placche senili, nonché pre-
sentano una maggiore concentrazione di
colesterolo a livello plasmatico (35). L'i-
soforma E4, rispetto alle altre isoforme, €
probabilmente in grado di favorire la for-
mazione dell’amiloide e delle neurofibrille
(36), ma non sarebbe in grado di favorire
il processo di eliminazione dell’amiloi-
de stessa (37). Infine ApoE4 si e rivelata
tossica per i neuroni (38). L'espressione
di apoE ¢ regolata dai peroxisome prolife-
rator-activated receptor gamma (PPARy)
e dai LXR tramite legame con i retinoid X
receptors (RXRs). L'agonista dell’RXR be-
xarotene si ¢ dimostrato in grado di pro-
muovere la clearance apoE mediata della
B-amiloide cerebrale, con conseguente
miglioramento cognitivo, in modelli muri-
ni di malattia di Alzheimer (39).

I1 ruolo giocato dagli ossisteroli nella pa-
togenesi della malattia di Alzheimer € an-
cora controverso; ¢ stato osservato come
il CYP46, 'enzima che a livello cerebrale
catalizza 'ossidazione del colesterolo a 24-
OH, nell’encefalo di soggetti anziani sani
¢ espresso a livello dei neuroni e degli
astrociti, mentre nei pazienti con Alzhei-
mer viene ad essere espresso prevalente-
mente a livello dei neuroni degenerati che
circondano le placche senili. Si ipotizza
che questo pattern alterato di idrossilazio-
ne sia in grado di esacerbare la deposizio-
ne di Ap (40). 11 24-OH non solo sembra
essere un fattore molto interessante per
quanto riguarda la patogenesi del’AD, ma
secondo vari autori potrebbe essere usa-
to quale marker precoce di insorgenza di
tale patologia. Nel 2005 Leoni e Wahlund
hanno riscontrato una correlazione signi-
ficativa tra elevati livelli di 24-OH nel li-
quor e Mild Cognitive Impairment (MCI)
(41); questo dato si aggiunge ad altre os-
servazioni che indicano un aumento dei
livelli plasmatici di 24-OH in pazienti con
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AD precoce rispetto a volontari sani (42).
La malattia di Alzheimer, tuttavia, colpi-
sce anche pazienti che non sono portatori
dell’allele E4, indicando che ApoE rappre-
senta solo uno dei fattori di rischio. Tra i
fattori coinvolti anche LRP1 potrebbe gio-
care un ruolo importante nell’omeostasi
del colesterolo e di ApoE nel SNC. Dimi-
nuiti livelli di LRP1 sarebbero direttamen-
te responsabili della perdita di colesterolo
a livello di membrana e potrebbero quindi
contribuire allo sviluppo di processi neu-
rodegenerativi (4).

La patogenesi dell’Alzheimer € quindi ve-
rosimilmente multigenica, e non possiamo
escludere che alterazioni che colpiscono
differenti geni siano in grado di portare a
modificazioni dell’omeostasi del colestero-
lo simili in grado di favorire 'insorgenza di
tale patologia.

Malattia di Niemann-Pick type C1
La malattia di Niemann-Pick type C (NPC)
€ una rara patologia a trasmissione auto-

( ABCA1
HMG-CoA red LXR_ ?h v
| 3 CYP-27 ,
| CYP-46 |
\ Free CT NPC1 ||

ll. | NPC2 —k-‘—

\ . Trans-Golgi

Figura 3 - Effetti degli ossisteroli nella malattia di NPC1. Nelle
cellule con NPC1 mutato € carente I'espressione dei geni regolati
dal LXR e la produzione di 24-OH e di 27-OH risulta diminuita; la
somministrazione esogena di questi ossisteroli, ¢ in grado di elimi-
nare I'eccesso di colesterolo in queste cellule, correggendo cosi il
fenotipo della NPC1 mutata.

somica recessiva caratterizzata da proces-
si neurodegenerativi e dall'accumulo di
lipidi a carico di vari organi, tra i quali in
particolare il fegato e la milza (43, 44). In
questa malattia 'accumulo di colesterolo,
sfingolipidi e altri lipidi avviene a livello
del sistema endosomiale e lisosomiale
dei vari tessuti. La prevalenza stimata
e di 1:150.000 persone (45). La NPC ¢ il
risultato di mutazioni che riguardano il
gene NPC1 o NPC2. Il ruolo della protei-
na NPC1 sembra essere correlato essen-
zialmente con il trasporto del colesterolo
allinterno della cellula; € stato inoltre
dimostrato che cellule con NPC1 mutato
non sono in grado di sopprimere la sinte-
si e I'uptake dallo spazio extracellulare di
colesterolo in risposta ad elevati livelli di
LDL (46). Nelle cellule con NPC1 muta-
to € carente anche I'espressione dei geni
regolati dal LXR e inoltre la produzione
di 24-OH e di 27-OH risulta diminuita; la
somministrazione esogena di questi ossi-
steroli, € in grado di eliminare I'eccesso di
colesterolo in queste cellule, correggendo
cosl il fenotipo della NPC1 mutata (Fi-
gura 3) (47). La carenza di ossisteroli si
tradurrebbe in una riduzione del legame
con I'LXR e, di conseguenza, in una dimi-
nuzione dell’espressione del trasportatore
ABCAL1, con ridotto efflusso di colesterolo
dalla cellula.

La presentazione clinica della malattia di
Niemann-Pick type C1 € molto variabile; la
forma neonatale si associa a grave epato-
splenomegalia. I pazienti che sopravvivo-
no sviluppano alterazioni psicomotorie gia
a partire dall'infanzia, nonché un lento pro-
cesso di neurodegenerazione con Vertical
Supranuclear Opthalmoplegia (VSO), con-
vulsioni, spasticita e frequenti cadute. La
peculiarita della presentazione nell’adulto
risiederebbe nell’iniziale paucisintomatici-
ta e nel progressivo sviluppo di deficit neu-
rodegenerativi che possono manifestarsi
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in forma conclamata nel soggetto anziano
(48). Nell’adulto, da un punto di vista mo-
torio, spesso la presentazione avviene con
la comparsa di atassia cerebrale, sebbene
siano frequenti anche tremori intenzionali,
distonia, dismetria, alterazioni della diado-
cocinesi e alterazioni motorie coreo-ateto-
siche. L'indagine biochimica standard per
effettuare la diagnosi di malattia di Nie-
mann Pick type C si basa sull’analisi dei
fibroblasti del paziente mediante biopsia
cutanea. La conferma della diagnosi avvie-
ne con il riscontro a livello genetico delle
mutazioni tipiche di tale patologia.

Per quanto riguarda la terapia al momen-
to non ci sono ancora trattamenti specifi-
ci in grado di modificare la progressione
della malattia e per la maggior parte dei
casi vengono messe in atto solamente in-
terventi di tipo palliativo. Sono in corso
numerosi studi volti a testare la capacita
d’azione di un farmaco inibitore della sin-
tesi degli sfingolipidi, il miglustat (49).
Negli ultimi anni tale patologia ha risve-
gliato anche l'interesse di ricercatori che
si occupano di malattia di Alzheimer do-
vuto al fatto che si stanno evidenziando
dei paralleli tra queste due forme. Anche
nella NPC1 e stato possibile osservare la
deposizione di fibrille di amiloide. E’ stato
ipotizzato che Tl'alterazione del metaboli-
smo intracellulare del colesterolo, in parti-
colar modo per quanto riguarda il traffico
vescicolare di tale molecola, sia in grado di
favorire la processazione dell’APP verso la
via amiloidogenica. Gli aggregati di AB si
ritrovano tuttavia all'interno delle cellule e
non nello spazio intercellulare come acca-
de invece nell’AD (1).

Caso clinico

Il caso riguarda una donna, afferente al
Centro Regionale per I'Invecchiamento
Cerebrale di Arcugnano (VI), che ha pre-
sentato un progressivo declino cognitivo

a partire dall’eta di 53 anni. All’anamnesi
familiare non era presente familiarita per
patologie neuropsichiatriche. La storia cli-
nica comincia nel 1995, quando la pazien-
te accusa una crisi depressiva apparen-
temente reattiva alla recente morte della
suocera. A distanza di circa 2 anni inizia
a presentare i primi disturbi della memo-
ria, consistenti nella perdita del senso del
tempo e in piccole dimenticanze inerenti
la gestione familiare. Tale sintomatologia
si aggrava ulteriormente negli anni suc-
cessivi e si assiste alla comparsa di deli-
ri di gelosia verso il marito e di allucina-
zioni visive. Alla luce di questi disturbi e
per la ricorrenza delle crisi depressive, la
paziente viene ricoverata e dimessa con
una diagnosi di probabile demenza pre-
senile con deterioramento delle funzioni
cognitive. Compaiono gradualmente an-
che turbe comportamentali, manifestatesi
con aggressivita verbale, disinibizione e
permalosita. In seguito ad una caduta la
paziente ha riportato il crollo vertebrale di
D5 e D7 con riduzione in altezza dei due
corpi vertebrali. La densitometria ossea
ha evidenziato un T-score a livello del ra-
chide lombare di -3,92 DS diagnostico per
osteoporosi.

All'esame obiettivo la paziente appare in
sovrappeso (BMI 29,2) con un aumento
ponderale di circa 10 Kg negli ultimi 2 anni
in corrispondenza di un aumento dell’as-
sunzione di cibo. I valori dei principali
parametri vitali sono nella norma. Da un
punto di vista anamnestico € presente una
menopausa precoce (40 anni) e la presen-
za di una documentata ipercolesterolemia
nel 2001 con colesterolo totale di 286 mg/
dl e un’iperglicemia (121 mg/dl). La pa-
ziente é affetta da ipertensione arteriosa e
diabete mellito non in trattamento farma-
cologico.

Lobiettivita neurologica dimostra una gra-
ve compromissione cognitiva associata a
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sindrome extrapiramidale acinetica rigida
con distonia del collo e un deficit di coniu-
gazione dello sguardo deviato, con oftal-
moplegia verticale e fissita dello sguardo.
La paziente appare apatica, presenta evi-
denti deficit di comprensione, mutacismo
e un’afasia non fluente. La presenza di
allucinazioni visive contribuisce ad un af-
faccendamento afinalistico ed ad uno stato
ansioso con verbalizzazioni persistenti ed
ecolalia.

Gli esami ematochimici dimostrano una
moderata ipercolesterolemia (colesterolo
totale 249 mg/dl, LDL-C 172 mg/dl, HDL-
C 50 mg/dl, trigliceridi 135 mg/dl) ed un
modesto incremento degli enzimi epatoci-
tari. Sono risultati nel range di normalita i
valori di TSH, vitamina B12, acido folico,
VES, PCR e il profilo proteico.

Per quanto concerne i marcatori di neu-
rodegenerazione I'esame del liquor rive-
la un valore di CSF-tau di 119 pg/mlL, la
CSF-AB1-42 e risultata 197 pg/mL e la P-
tau 59 pg/mL. In base a questi dati ¢ stato
possibile calcolare T'indice IATI (INNO-
TEST®, Innogenetics) definito come AB1-
42 / (240+1,18 x hTau) che é risultato pari
a 0,5. La combinazione di tale valore con
il valore di P-tau ha collocato la paziente
nel range di valori di normalita, al di fuori
quindi dall’area dei pazienti con demenza
di Alzheimer o con Mild Cogntive Impai-
rment. La ricerca della proteina 14-3-3 ha
mostrato una lieve positivita; tale riscontro
suggerisce la presenza di un processo di
degenerazione in atto ma non tipico per
una diagnosi di malattia di Creutzfeldt-Ja-
kob. Alla Risonanza Magnetica Nucleare
il complesso ventricolare appare in sede,
con modesta dilatazione del sistema ven-
tricolare e segni di atrofia prevalenti ai
lobi temporali e parietali bilateralmente.
La SPECT cerebrale perfusoria dimostra
una discreta e disomogenea ipoperfusione
della corteccia e dei lobi frontale, parieta-

le e temporale bilateralmente; appaiono
ipoperfusi anche entrambi gli ipotalami e
i nuclei della base. All'ecografia addomi-
nale viene rilevato un fegato di dimensioni
e morfologia nei limiti con ecostruttura fi-
nemente disomogenea di tipo steatosico.
Non vengono rilevate alterazioni morfolo-
giche o strutturali a carico di altri organi
addominali.

La paziente, a completamento delle indagi-
ni svolte, esegue una ricerca genetica per
valutare 'eventuale presenza di malattia di
Niemann-Pick type C1, che risulta positi-
va. Le mutazioni riscontrate sono a carico
dellintrone 12 -1G/C e dell’esone 25 A/G
Asn1227 Ser. La prima mutazione riguarda
un’alterazione eterozigote del sito di spli-
cing; tale alterazione porta alla creazione
di un sito alternativo di splicing, con eli-
minazione di parte dell’esone 12. Si deter-
mina in questo modo un frameshift con la
comparsa di un codone di stop nell’esone
13. Si viene cosi a formare una proteina
in parte alterata e di dimensioni di circa
il 50%, rispetto alla proteina nativa. La se-
conda mutazione, riscontrata sempre in
condizioni di eterozigosi, risulta essere
una nuova mutazione a carico dell’esone
25. Tale mutazione potrebbe portare ad
un’alterazione del targeting della proteina
a livello lisosomiale, essendo tale sequen-
za altamente conservata in numerose spe-
cie animali.

Xantomatosi cerebrotendinea

Si tratta di una rara patologia degenerati-
va a trasmissione autosomica recessiva;
in alcuni gruppi etnici, come ad esempio
in Marocco, ha tuttavia una frequenza di
1:108 abitanti (50).

Questa patologia € dovuta alla mutazione
del gene CYP27A1, che codifica per 'en-
zima 27-idrossilasi. Tale enzima a livello
epatico catalizza la prima tappa di conver-
sione del colesterolo ad acidi biliari; nei
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tessuti periferici, invece, catalizza la con-
versione del colesterolo a 27-idrossicole-
sterolo e ad acido 3-idrossi-5-colestenoico.
Entrambi questi composti sono convertiti
nel fegato in acidi biliari. Si ipotizza che
questi due composti possano agire come
regolatori del metabolismo lipidico con
un’azione diretta a livello intracellulare, o
agendo come ligandi dei LXR (51). Il 27-
OH si é dimostrato in grado di avere un
effetto di down-regulation nei confronti
dellTHMGCoA reduttasi (52). Questa al-
terazione enzimatica esita nella mancata
produzione di acido colico e chenodesos-
sicolico, con disregolazione dei normali
meccanismi di controregolazione sulla sin-
tesi di colesterolo con conseguenti elevati
livelli plasmatici di colestanolo e aumento
degli alcoli biliari nelle urine.

La CTX si caratterizza per la presenza di
xantomi a livello dei tendini, dei polmoni
e del cervello. Nonostante tali reperti, i
livelli plasmatici di colesterolo risultano
normali o solo lievemente aumentati. Altri
sintomi che possono manifestarsi in que-
sti pazienti sono: aterosclerosi precoce,
sviluppo di infarti miocardici, diarrea e ca-
taratta. Per quanto riguarda i sintomi neu-
rologici si assiste alla comparsa di atassia
cerebrale progressiva, demenza, paralisi
spinale, segni di coinvolgimento del siste-
ma piramidale ed extrapiramidale. Posso-
no comparire piu raramente anche osteo-
porosi, fratture ossee, predisposizione alla
calcolosi epatica e renale (53).

E stato ipotizzato che gli alcoli biliari in
eccesso siano in grado di alterare la per-
meabilita della barriera emato-encefalica,
con deposito di colestanolo e colesterolo
a livello della materia bianca, che sarebbe-
ro responsabili dei processi degenerativi
a carico del SNC. La terapia della CTX ¢
attualmente basata sulla somministrazio-
ne di acido chenodesossicolico (CDCA) e
statine; questo trattamento si € dimostrato

in grado di apportare notevoli migliora-
menti clinici, nonché di abbassare i livelli
plasmatici di colestanolo e di prodotti in-
termedi della bile (54).

Malattia di Tangier

I pazienti con malattia di Tangier presen-
tano tonsille particolarmente sviluppate,
di colore giallo-grigio che contrastano con
la normale mucosa rossa. Un’altra peculia-
rita di tale patologia consiste nella quasi
totale assenza di colesterolo HDL a livello
plasmatico e ad un’elevazione dei livelli di
trigliceridi (55). Nella malattia di Tangier
il colesterolo viene ad accumularsi a livello
del sistema reticolo-istiocitario in vari or-
gani, tra i quali la milza e il fegato; i porta-
tori di questa malattia presentano, inoltre,
un aumentato rischio di sviluppare preco-
cemente e in maniera importante processi
di aterosclerosi. La carenza di HDL tipica
di questa patologia autosomica recessiva €
dovuta ad una mutazione del gene del tra-
sportatore ABCAL1 posto nel cromosoma 9.
Lalterazione di tale proteina porta all'inca-
pacita da parte delle cellule di eliminare il
colesterolo in eccesso con un suo progres-
sivo accumulo. La neuropatia periferica ¢
la pitt comune forma di presentazione di
tale patologia nell’adulto; tale neuropatia
puo presentarsi o come una forma simile
alla siringomielia o come una neuropatia
multifocale con periodi di esacerbazione e
periodi di remissione (56).

Gli studi inerenti questa malattia sono
molto importanti, poiché hanno permesso
di comprendere pitt a fondo la dinamica
dei geni coinvolti nella formazione delle
HDL, lipoproteine ormai universalmente
valorizzate per il loro ruolo protettivo nei
confronti dell’aterosclerosi. Sotto questo
punto di vista i meccanismi in grado di
promuovere l'efflusso di colesterolo tra-
mite TABCA1 da parte delle cellule sono
un campo di ricerca molto interessante,
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in prospettiva, per la prevenzione delle
patologie cardiovascolari. A prescindere
quindi dalla malattia di Tangier in cui tali
presidi terapeutici non potrebbero essere
impiegati, sono in studio varie molecole
che siano in grado di stimolare la sintesi
del trasportatore ABCAL, attraverso il le-
game con 'LXR, che regola per I'appunto
I'espressione del trasportatore in questio-
ne (57).

Considerazioni conclusive

I primi indizi che il colesterolo avesse un
ruolo attivo nei fenomeni legati alla de-
menza sono emersi gia negli anni "90 con
la scoperta che ApoE, una apolipoproteina
di fondamentale importanza nella ridistri-
buzione del colesterolo circolante, rappre-
senta con il suo polimorfismo genetico
il fattore di rischio pitt importante di de-
menza di Alzheimer (36, 37). A cio si sono
aggiunte le osservazioni su cellule in col-
tura dove una riduzione del contenuto cel-
lulare di colesterolo era associato ad una
sostanziale riduzione della produzione di
frammenti di beta amiloide. Infine, pil
recentemente, i dati retrospettivi sull'uso
di statine e la riduzione del rischio di de-
menza hanno suscitato un grande interes-
se generale anche per i possibili risvolti
clinici che queste osservazioni lasciavano
immaginare (2). Le ricerche di questi ulti-
mi anni, pur confermando in larga parte i
risultati iniziali, hanno tuttavia fatto emer-
gere come questi rapporti siano assai pit
complessi di quanto previsto. Anzitutto il
metabolismo del colesterolo nel SNC pre-
senta delle sostanziali peculiarita rispetto
al metabolismo lipidico e lipoproteico si-
stemico. Il cervello e 'organo che in asso-
luto € piu ricco di questo sterolo e nelle
diverse fasi della vita il SNC é in grado di
sintetizzare colesterolo in completa auto-

nomia rispetto al colesterolo circolante e
quindi di modularne il metabolismo cellu-
lare in modo estremamente accurato.

E’ possibile che alterazioni metaboliche
del colesterolo intracellulare possano in-
fluenzare i processi neurodegenerativi
nell’anziano. Importante sarebbe indivi-
duare tra i tanti possibili attori quali possa-
no essere i principali passaggi metabolici
su cui puntare gli obiettivi terapeutici.

Al momento l'unico modello animale di
danno neurodegenerativo collegato ad
un’alterazione del metabolismo del coleste-
rolo e proprio il topo NPC1. Cio che cam-
bia sensibilmente le manifestazioni di ma-
lattia € la modulazione del LXR. Nel caso di
animali NPC1-/- a cui veniva deleto il gene
LXR la sopravvivenza era drasticamente
ridotta. Al contrario se all’'animale NPC1
veniva somministrato un farmaco agonista
LXR (T1317) si riusciva a migliorare sensi-
bilmente la sopravvivenza e a ridurre i pro-
cessi flogistici responsabili della perdita di
neuroni riscontrabile in questi animali nel
corso dell'invecchiamento (58).

In conclusione al momento emerge con
sempre maggiore chiarezza che non ¢ tan-
to il contenuto globale di colesterolo del
SNC a condizionare la propensione verso
fenomeni neurodegenerativi quanto piut-
tosto la presenza di specifici metaboliti (in
particolare i diversi ossisteroli) che agi-
scono in determinati compartimenti cellu-
lari in modo da influenzare i meccanismi di
regolazione nucleare (LXR alfa e beta) che
agiscono su piu geni contemporaneamen-
te modulando la sintesi e I'estrusione del
colesterolo dalla cellula. Questo spieghe-
rebbe perché, dopo un iniziale grande en-
tusiasmo, gli effetti terapeutici e preventi-
vi delle statine nella malattia di Alzheimer
siano stati fortemente ridimensionati. Le
statine agiscono si in modo protettivo nei
confronti della neurodegenerazione, ma
assai piu limitatamente rispetto alle stime
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proposte nei primi studi e probabilmente
con meccanismi diversi rispetto alla ridu-
zione della sintesi del colesterolo intra-
cellulare. 11 parziale insuccesso di questi
tentativi terapeutici pero non deve scorag-
giare. Le conoscenze attuali sono miglio-

RIASSUNTO

rate ed appare sempre piu chiaro lo stretto
legame tra metabolismo del colesterolo e
processi cellulari coinvolti nella neurode-
generazione, lasciando quindi intravedere
nuovi obiettivi per il trattamento e la pre-
venzione della demenza nell’anziano.

Background: Alterazioni del metabolismo intracellulare del colesterolo sono considerate causa di
processi degenerativi nel sistema nervoso centrale (SNC). Lalterazione dei livelli di colesterolo in-
tracellulare, o una modificazione della composizione della membrana plasmatica, possono probabil-
mente alterare i processi di signaling con conseguente degenerazione neuronale. Si credeva che la
malattia di Niemann-Pick type C1 (NPC1) potesse colpire solo la fascia d’eta pediatrica; recenti studi
riportano come invece tale patologia possa colpire anche gli adulti e, a volte, gli anziani. Nell’adulto la
particolarita della presentazione della NPC1 e data dall’aspecificita dei sintomi d’esordio. La patologia
nell’anziano evolve molto lentamente con neurodegenerazione progressiva. A causa della difficolta
nella diagnosi della NPC1 nella forma adulta non esistono dati certi sull'incidenza di tale patologia.

Scopo dello studio: Abbiamo studiato e descritto un nuovo caso di NPC1 nell’adulto e individuato
la mutazione sul gene NPCI1. Si tratta di una doppia eterozigosi per due distinte mutazioni sinora
non descritte in letteratura. Partendo da questa esperienza abbiamo analizzato le conoscenze attuali
riguardanti il controllo del metabolismo intracellulare del colesterolo nel sistema nervoso centrale e
I'importanza del metabolismo di tale molecola nella patogenesi di alcune patologie neurodegenerative,
quali la malattia di Alzheimer (AD), la NPC1, la xantomatosi cerebrotendinea (CTX) e la malattia di

Tangier.

Parole chiave: Colesterolo, Niemann-Pick C1, Malattia di Alzheimer, Malattia di Tangier, Xantomatosi

cerebrotendinea.

Glossario

Amiloide B: maggior costituente delle placche
senili, origina dalla proteina APP (Amyloid
Precursor Protein) codificata in un gene del
cromosoma 21.

Ossisteroli: sono prodotti dell’'ossidazione del
colesterolo e sono implicati in molti processi
biologici inclusa I'omeostasi del colesterolo
stesso, il metabolismo degli sfingolipidi, I'ag-
gregazione piastrinica e fenomeni di apoptosi.

Malattia di Niemann Pick type C1: rara pa-
tologia a trasmissione autosomica recessiva
caratterizzata da processi neurodegenerativi
e dall'accumulo di lipidi a carico di vari orga-
ni. E’ risultato di mutazioni a carico dei geni
NPC1 o NPC2. La forma neonatale si associa
a grave epatosplenomegalia. I pazienti che so-
pravvivono sviluppano alterazioni psicomoto-
rie, nonché processi di neurodegenerazione
con “Vertical Supranuclear Opthalmoplegia”,
convulsioni, spasticita e cadute.

Xantomatosi carebrotendinea: rara patolo-
gia degenerativa a trasmissione autosomica
recessiva; & dovuta alla mutazione del gene
CYP27A1. Porta ad elevati livelli plasmatici
di colestanolo e aumento degli alcoli biliari
nelle urine con presenza di xantomi a livello
dei tendini, dei polmoni e del cervello, atero-
sclerosi precoce e sviluppo di infarti miocar-
dici, atassia cerebrale progressiva, demenza,
paralisi spinale, segni di coinvolgimento del
sistema piramidale ed extrapiramidale.

Malattia di Tangier: in questa malattia auto-
somica recessiva il colesterolo viene ad ac-
cumularsi in vari organi tra i quali la milza
e il fegato; i portatori presentano, inoltre,
un aumentato rischio di sviluppare preco-
cemente e in maniera importante processi
di aterosclerosi. La carenza di HDL tipica di
questa patologia ¢ dovuta ad una mutazione
del gene del trasportatore ABCA1 posto nel
cromosoma 9.
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